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RESUMO
Análises microscópicas demonstraram a formação de papilas em hipocótilos 
estiolados de Mimosa scábrella (bracatinga) inoculados com o fungo não patógeno 
Colletotrichum graminicola. As estruturas de defesa se tomaram visíveis a partir de 
12 horas após inoculação, tanto na área de penetração sob o apressório como em 
regiões distantes do sítio de infecção. Tecidos corados com azul de toluidina 
confirmaram a presença de lignina nas papilas e nas paredes adjacentes.
Paralelamente, a atividade de peroxidase em extratos de tecidos macerados se 
mostrou crescente no período correspondente à maturação (lignificação) das papilas 
no material inoculado. A produção de antocianinas foi também avaliada,
verificando-se um acúmulo significativo destes pigmentos somente em tecido não 
tratado, parecendo indicar que plântulas de M. scábrella sofrem mudanças
metabólicas em decorrência de fatores de estresse. Por outro lado, evidências de que 
o processo de compostagem desta leguminosa não se completa e a indicação de 
compostos fenólicos no material foliar fresco, nos levaram a procurar confirmação 
da existência destes compostos, bem como a atividade dos mesmos no referido 
processo. O extrato aquoso do material foliar fresco de Mimosa scabrella
apresentou um pico na região de 273 nm, região comum de absorção de fenóis 
livres, pico não detectado no material compostado e no material exposto ao meio 
ambiente. Os diferentes extratos aquosos exibiram ação inibitória distinta sobre 
esporos de C. graminicola (não patógeno) e Aspergillus fumigatus (decompositor). 
Com base no exposto, além do interesse no processo de compostagem, a interação 
biológica bracatinga - C. graminicola representa uma interessante opção para 
estudos fisiológicos e bioquímicos de uma interação não compatível.
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1. INTRODUÇÃO GERAL
Mimosa scabrella é uma leguminosa nativa dos climas mais frios do 
Brasil, mais precisamente na região sul e no sul do estado de São Paulo. Na 
paisagem natural, esta leguminosa está sempre associada ao Pinheiro-do-Paraná, 
cuja distribuição todavia, é mais ampla. Seu crescimento vigoroso, adaptabilidade 
como planta nativa, facilidade de manejo e rentabilidade, cria condições favoráveis 
para sua utilização como fonte de renda segura nas propriedades agrícolas. 
Constitui-se uma ótima opção para terras declivosas, onde a cultura agrícola e a 
pecuária convencionais apresentam um baixo retomo econômico. O consumo de 
lenha na região metropolitana de Curitiba atingiu, em 1987, a cifra de 2,44 milhões 
de metros cúbicos. A bracatinga, como é chamada popularmente, satisfez cerca de 
40% deste consumo comercial (CARPANEZZI et al., 1988), sendo que sua lenha é 
utilizada principalmente para a fabricação do cal e processamento de produtos 
alimentícios. Além do uso para energia, sua madeira roliça é muito procurada 
também para escoras na construção civil, laminados e celulose. Atualmente, não há 
notícia de utilização prática para a biomassa foliar proveniente do corte da madeira 
de bracatinga.
Em levantamento da subfamília Mimosoidea quanto às características 
bioquímicas (CORRÊA, 1984) muitas espécies são citadas por possuírem 
concentrações elevadas de taninos, o que faz esta subfamília importante para a 
indústria de curtume. Experimentos sobre a compostagem da bracatinga, conduzidos 
pelo Dr. Amilton João Baggio da Embrapa CNPFlorestas Colombo-Paraná, mostram 
que esta leguminosa possui algum fator ou elemento retardante da decomposição, 
impossibilitando a transformação do material foliar da bracatinga em húmus (dados 
não publicados).
2Plantas arbóreas, como outras plantas, produzem vários compostos 
de enorme diversidade química. Muitos destes compostos parecem possuir 
propriedades antimicrobianas e são considerados como sendo parte do sistema de 
defesa celular da planta contra fitopatógenos (GOTTSTEIN & GROSS, 1992). Em 
algumas situações tais caracteres estruturais e bioquímicos estão presentes na 
planta antes da invasão do patógeno, como mecanismos de resistência constitutivos 
(pré-formados ou passivos); contudo em outros casos as reações de resistência são 
ativadas pela invasão do patógeno, sendo então classificadas como resistência 
induzida (pós-formada ou ativa) (HORSFALL & COWLING, 1980; MISAGHI,
1982). Em ambas as categorias, os mecanismos de resistência podem ser 
subdivididos em estruturais e bioquímicos. Os fatores estruturais da planta atuam 
como barreiras físicas impedindo a entrada do patógeno e a colonização dos 
tecidos, enquanto que os fatores bioquímicos são substâncias químicas que 
mostram-se tóxicas ao patógeno ou criam condições desfavoráveis para o 
crescimento do mesmo no interior da planta (AIST, 1983). Com respeito a 
fitopatógenos microbianos identificados para a bracatinga, poucos são conhecidos. 
AZEVEDO et al. (1989) constatou a presença da ferrugem, Diorchidiella 
australis, como causadora de infecção. SUDO et al. (1983) constatou a presença 
da bactéria Pseudomonas solanacearun E. F. Smith. Não existem dados sobre o(s) 
tipo(s) de mecanismo(s) de resistência que seria(m) o(s) responsável(is) pela 
eficiência da resistência da bracatinga a fitopatógenos.
A defesa ativa das plantas contra fitopatógenos pode envolver 
alterações metabólicas, as quais podem ser correlacionadas com mudanças na 
atividade de enzimas chaves no metabolismo primário e secundário (VANCE et 
al., 1980). A enzima peroxidase, a qual ocorre em plantas, microrganismos e em 
certas células animais (MAEHLY, 1955; LÜCK, 1965; HOAGLAND, 1990), é 
conhecida por participar em vários processos fisiológicos de grande importância
3tais como a oxidação de compostos fenólicos e a biossíntese do hormônio vegetal 
etileno (MISAGHI, 1982; ISHIGE et al., 1993); a oxidação de mono e difenóis 
para formar quinonas e a oxidação do ácido indolacético (HOAGLAND, 1990). As 
peroxidases também catalisam a polimerização de precursores fenilpropanóides 
formando a lignina (HARKIN & OBST, 1973). A hipótese de que as peroxidases 
estão envolvidas nas respostas de plantas às doenças baseia-se em trabalhos que 
relatam alterações na atividade da enzima relacionadas com o surgimento de 
estruturas de defesa lignificadas (VANCE et al., 1976; VANCE et al., 1980; 
CADENA-GOMEZ & NICHOLSON, 1987; GRAHAM & GRAHAM, 1991; 
KERBY & SOMERVILLE, 1992; REIMMANN et a l, 1992).
A formação de papilas é considerada uma resposta geral à infecção 
por fungos patógenos e não patógenos (RIDE, 1983). Lignina, calose, celulose, 
proteína, suberina, compostos fenólicos e quitina tem sido reportados como 
componentes das papilas (AIST, 1983) e a ativa lignificação da papila tem sido 
sugerida como um mecanismo de resistência a patógenos fúngicos (VANCE et al., 
1980).
41.1. Objetivos
Diante do exposto, procurando contribuir para o esclarecimento dos 
mecanismos de resistência de Mimosa scabrella à fitopatógenos e acumular 
informações para eventual utilização racional do material foliar dessa leguminosa, 
os objetivos específicos do presente trabalho foram:
1. Analisar o(s) composto(s) fenólico(s) presente(s) no extrato de folhas frescas de 
M. scabrella visando a caracterização de uma possível ação antimicrobiana dos 
mesmos;
2. Verificar, em plântulas de M. scabrella, a possível existência de mecanismos de 
defesa induzidos;
3. Verificar o efeito de fatores abióticos (luz ultravioleta, HgCl2 e injúria 
mecânica) e biótico {Colletotrichum graminicold) sobre o mecanismo de defesa 
induzido.
4. Verificar a possível existência de relação entre o bloqueio do processo de 
compostagem com os mecanismos de defesa estudados.
52. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
2.1. Mecanismos de defesa constitutivos
A resistência à invasão pode ser um resultado da simples presença de 
substâncias nos tecidos internos ou sobre a planta antes da infecção, as quais são 
tóxicas a invasores em potencial (GOODMAN et al., 1986; AGRIOS, 1988; 
ISAAC, 1992). Muitas substâncias antimicrobianas têm sido encontradas em 
plantas tais como compostos fenólicos (NAIM et al., 1974; MAHESHWARI & 
ANWAR, 1990; HIPSKIND et al., 1992; JORDAN & THEUNISSEN, 1992), 
alcalóides (ALLEN & KÚC, 1968) e outros compostos derivados da via 
fenilpropanóide, terpenóides, ácidos hidroxicarboxílicos e glicosídeos 
cianogênicos (PASCHOLATI & LEITE, 1994).
Compostos fenólicos são amplamente distribuídos como 
constituintes de plantas e podem ser encontrados em diferentes sítios celulares, por 
exemplo, dentro da parede celular, em vacúolos citoplasmáticos ou dispersos no 
citoplasma (CHAFE & DURZAN, 1973). O grupo referido como fenólico consiste 
em uma ampla e diversa gama de compostos que tem em comum um anel 
aromático com uma substituição hidroxil. Os principais constituintes fenólicos não 
estão presentes em estado livre na natureza, mas em forma de ésteres ou, mais 
comumente, como glicosídios (RIBÉREAU-GAYON, 1971). Alguns compostos 
fenólicos possuem propriedade antimicrobiana e, além disso, considera-se que a 
presença destes fenóis esteja envolvida em reações de defesa da planta como 
agentes químicos defensivos de baixo peso molecular (GOTTSTEIN & GROSS, 
1992). O grupo fenólico é formado por compostos que têm em comum a estrutura 
característica de um anel benzênico com um radical hidroxila. O efeito
6mesomérico que ocorre nesta estrutura fenólica, facilita a ruptura entre o oxigênio 
e o hidrogênio do radical hidroxila conferindo a esta molécula um caráter ácido. 
Esta característica, bem como a formação de radicais livres por oxidação, tomam 
os compostos fenólicos moléculas com ação antimicrobiana. Certos polímeros, 
como a lignina e o tanino, os quais são produtos naturais importantes formados por 
condensação de unidades moleculares de fenóis (RIBÉREAU-GAYON, 1971), 
também são considerados como possuidores de propriedades antimicrobianas. 
Muitos compostos fenólicos e taninos, presentes em alta concentração nas células 
de frutos e folhas jovens, têm sido propostos como responsáveis pela resistência de 
tecidos jovens a microrganismos patogênicos (AGRIOS, 1988).
Os compostos fenólicos são divididos em fenóis simples e 
policetídeos (TING, 1982). Os fenóis simples são sintetizados através da via do 
ácido shiquímico. Esta é a via de biossíntese dos aminoácidos aromáticos tirosina, 
fenilalanina e triptofano. Os aminoácidos aromáticos são subseqüentemente usados 
na biossíntese de uma variedade de compostos nitrogenados e produtos naturais 
aromáticos. Como exemplos de fenóis simples podemos citar antocianinas, lignina 
e tanino. Os fenóis policetídeos são derivados da ciclização de cadeias poli-P-ceto 
lineares, pela via acetato-malonato sendo comuns em fungos, samambaias e 
algumas plantas superiores. Sorigenina e eleuterinol, isolados de Rhamnus 
japonicus e Eleutherme bulbosa respectivamente, são exemplos de fenóis 
policetídeos (TING, 1982).
7Ligninas podem ser definidas como um polímero tridimensional, 
amorfo, constituído de unidades de fenilpropanóides, cuja polimerização final 
ocorre devido à oxidação das hidroxilas dos grupos fenólicos pela enzima 
peroxidase. Sua composição varia de acordo com a planta da qual ela foi extraída e 
com o modo de extração (RIBÉREAU-GAYON, 1971). A lignina tem um 
importante papel na estrutura celular das células vegetais e na resistência destas às 
doenças (ABELES & BILES, 1991). A formação de lignina nos tecidos vegetais 
intactos propicia integridade estrutural e transporte de água e nutrientes por 
elementos vasculares (EVANS & HIMMELSBACH, 1991). A lignina é depositada 
na matriz da parede, entre as microfibrilas celulósicas, e sua rede aromática 
complexa determina rigidez e resistência a forças de compressão, bem como a uma 
considerável resistência a degradação microbiológica (RIDE, 1983). Existem 
alguns microrganismos capazes de degradar lignina, porém este processo ocorre de 
forma lenta (RASHID, 1985).
De acordo com o exposto, a presença de lignina nos vegetais pode 
ser considerada um fator de defesa constitutivo, contudo, a indução da lignificação 
tem sido correlacionada com respostas de defesa (VANCE et al., 1980; 
PASCHOLATI & LEITE, 1994).
2.1.1. Lignina
8Taninos são produtos de polimerização de compostos fenólicos 
simples (TING, 1982). A presença de tanino permite a uma planta ter propriedades 
curtúmicas (CORRÊA, 1984). Muitos tecidos saudáveis possuem tanino presente, 
porém eles são mais freqüentemente sintetizados quando uma injúria promove 
disruptura celular, causando contato entre polifenoloxidases e substratos fenólicos 
tais como ácido gálico, ácido cafeico e flavonóides. A oxidação gera quinonas, as 
quais se polimerizam formando tanino. Taninos também podem funcionar como 
uma proteção à infecção de tecidos injuriados (TING, 1982).
JORDAN & THEUNISSEN (1992), estudando depósitos de taninos 
e fenóis em espécies xerófitas do sul da África, observaram depósitos fenólicos em 
grandes quantidades nas camadas epidérmicas das plantas estudadas, e 
correlacionaram esta concentração à necessidade de proteção das células do 
mesófilo contra excesso de radiação visível e UV, as quais as plantas estavam 
expostas. Conforme estes autores a determinação quantitativa de tanino nestes 
tecidos pode estar relacionada à concentração fenólica observada. Com respeito as 
partes celulares com depósitos fenólicos, ES AU (1985) comenta que nenhum 
tecido está inteiramente livre de tanino.
Muitos sistemas de classificação têm sido propostos para os taninos, 
alguns dos quais muito elaborados (BUCHANAN, 1963). Conforme TING (1982) 
taninos podem ser divididos em duas classes: taninos hidrolisáveis e taninos 
condensados. Taninos hidrolisáveis contém ligações éster ou glicosídicas, e sua 
hidrólise produz ácidos, açúcares e/ou álcoois. Ácido gálico, ácido elágico e 
glucose são produtos comuns de hidrólise de taninos (BUCHANAN, 1963). O
2.1.2. Taninos
9tanino comercial (ácido tânico) é uma mistura de ácido gálico e ácido gálico éster 
de glucose. Os taninos condensados, em tratamento com ácido, são polimerizados 
posteriormente, ao invés de serem hidrolisados em substâncias simples. O exato 
modo de polimerização não é completamente entendido, mas acredita-se que o 
processo envolve condensação espontânea e subsequente catálise enzimática por 
polifenoloxidases (TING, 1982).
Ácido gálico (ácido trihidroxibenzóico) é amplamente distribuído em 
plantas arbóreas e sua serrapilheira, como um componente de taninos hidrolisáveis 
(JURD, 1962). Taninos tem se mostrado, com algumas exceções, inibitórios a 
fungos (COCK & TAUBENHAUS (1911) citado por DIX, 1979) e, como na 
decomposição destes ocorre a liberação de ácido gálico, DIX (1979) considerou a 
possível ação inibitória dos componentes tanínicos e de seus hidrolizados no 
desenvolvimento de diferentes espécies de fungos. Pela dificuldade de se obter 
mitocôndrias ativas a partir de tecidos vegetais ricos em tanino, estes têm sido 
considerados inibidores da respiração mitocondrial (HULME & JONES, 1963). 
Quando o tecido vegetal é homogenizado durante o processo de isolamento de 
mitocôndrias, a compartimentalização celular é destruída, ocorrendo a liberação de 
vários produtos secundários. Estes podem ter efeitos variados no sistema 
mitocondrial, dependendo do tecido e da técnica de isolamento. Por exemplo, 
compostos fenólicos e seus produtos de oxidação (o- e p- quinonas) interagem 
imediatamente com as proteínas de membrana causando o desacoplamento da 
fosforilação oxidativa ou a inibição da cadeia de transtporte de elétrons 
(RAVANEL et al., 1982).
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2.1.3. Métodos para análises de fenóis
Os métodos para se estimar fenóis totais são baseados na habilidade 
dos compostos fenólicos em reagir com agentes oxidantes, como por exemplo o 
cloreto férrico (MATOS, 1988). A determinação total de compostos fenólicos pode 
ser feita utilizando-se o reagente de Folin-Denis (RIBÉREAU-GAYON, 1971). O 
monitoramento da reação é feito espectrofotometricamente na faixa de 730 a 750 nm 
e o resultado é expresso em termos de absorbância. O reagente fenólico Folin- 
Ciocalteu (FOLIN & CIOCALTEU, 1927) tem sido reportado como mais eficiente 
(JULKUNEN-TIITTO, 1985) que o reagente de Folin-Denis, por produzir uma 
coloração mais intensa, ou seja, reagindo menos significativamente com substâncias 
redutoras interferentes.
Fenóis simples absorvem em ultravioleta na região de 270 nm, sendo 
que em complexos naturais, este pico pode estar deslocado (RIBÉREAU-GAYON, 
1971). Para a determinação de um constituinte fenólico individual, o uso de 
cromatografia em papel tem sido indicado (EGGER, 1969). O eluente mais 
freqüentemente usado é etanol 70%, porém no caso de antocianinas, necessita-se a 
utilização de um solvente acidificado, por exemplo, metanol com 0,1% de HC1 
(RIBÉREAU-GAYON, 1971) ou metanol acidificado com 0,01% de HC1 
(HARBORNE, 1958). Testando diversos solventes orgânicos na extração de 
compostos fenólicos em Salix spp, JULKUNEN-TIITTO (1985) observou que 
metanol 80% foi o solvente mais efetivo. Dependendo da natureza do composto 
fenólico, as manchas são comparados à luz visível, à luz ultravioleta, ou após 
tratamento com aspersão de reagentes específicos. Independente do método de 
determinação utilizado, para se estimar a concentração das substâncias em questão, é
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necessário se comparar valores obtidos na dosagem de compostos conhecidos 
(RIBÉREAU-GAYON, 1971). É obviamente muito difícil a escolha de padrões para 
determinações fenólicas totais em extratos de plantas, devido a heterogeneidade dos 
compostos vegetais e da inespecificidade dos reagentes fenólicos, sendo então 
somente possível obter equivalentes relativos ao padrão utilizado. A reatividade de 
diferentes padrões fenólicos foi testada através do reagente Folin-Ciocalteu 
(JULKUNEN-TIITTO, 1985) onde observou-se que o ácido gálico e o ácido 3,4- 
dihidroxibenzóico produziram as mais intensas reações.
2.2. Mecanismos de defesa induzidos
Apesar da existência de estruturas de defesa pré-formadas, alguns 
patógenos conseguem penetrar seu hospedeiro e produzir infecção. Esta invasão 
pode acionar outros mecanismos de resistência que incluem a formação de novas 
barreiras estruturais histológicas. SHERWOOD & VANCE (1980), sugerem que 
todas as espécies de gramíneas reagem à tentativa de penetração fúngica pela 
formação de uma parede oposicional. As células vegetais vivas respondem 
tipicamente a perturbação de superfície, por exemplo, à tentativas de penetração 
por fungos, por deposição de material heterogêneo entre a membrana plasmática e 
a parede celular no sítio de perturbação (VANCE et al., 1980; AIST, 1983; RIDE, 
1983). Quando originada por ataque por fungos tal deposição é chamada papila 
(AIST, 1983).
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A formação de papila é considerada uma das mais notáveis respostas 
morfológicas da célula vegetal à tentativa de invasão fúngica (AIST, 1983; RIDE,
1983). A papila é um espessamento da parede celular sob o apressório fúngico, 
desenvolvendo-se como uma estrutura de formato cônico, a partir da parede 
epidérmica em direção ao interior celular (SHERWOOD & VANCE, 1976). Em 
cevada (,Hordeum vulgare L.) a resposta citológica mais comumente associada 
com a expressão de resistência ao patógeno Erysiphe graminis é a formação de 
papila e a necrose hipersensitiva (KERBY & SOMERVILLE, 1992). Plântulas de 
milho (Zea mays L.) inoculadas com C. graminicola e Helminthosporium maydis 
respondem à tentativa de penetração do fungo com a formação de papilas 
(CADENA-GOMEZ & NICHOLSON, 1987). SHERWOOD & VANCE (1976) 
observaram a formação de papilas em folhas de Phalaris arundinacea L. 
inoculadas com vários fungos não patogênicos e relacionaram estas estruturas com 
a resistência observada.
Conforme SHERWOOD & VANCE (1976), a papila contém duas 
áreas principais: o envoltório e o cerne. O envoltório é fino (menos que 1 pm ) e 
corresponde a uma camada contínua entre o interior celular e a papila em si. O 
cerne corresponde ao corpo da papila, e aumenta conforme o desenvolvimento 
desta. Um fino, simples ou bifurcado canal passa através do cerne a partir da hifa 
de penetração ("peg"). Este canal, provavelmente, representa uma extenção da 
mesma (GOODMAN et al., 1986; AGRIOS, 1988; ISAAC, 1992). A presença de 
uma área elíptica ou circular de parede epidermal alterada que se estende a partir 
do ponto de penetração, tem sido relatada. Esta área é dita halo ou disco 
(SHERWOOD & VANCE, 1976; RIDE, 1983).
A constituição química da papila tem sido estimada basicamente
2.2.1. Papila
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através de testes histoquímicos e tem se revelado heterogênea. A maioria contém 
calose, e muitas contém lignina e outros derivativos fenólicos, celulose e silicone 
(AIST, 1983). SHERWOOD & VANCE (1976), estudando papilas formadas em 
Phálaris arundinacea L., observaram coloração positiva para lignina e calose no 
cerne da papila, porém, extrações com glicerina não causaram redução de tamanho 
significativa na estrutura, sugerindo que a calose não é necessária para a 
integridade estrutural da papila. Celulose foi detectada no envoltório da papila. 
Lignina e calose também foram observadas no disco/halo das papilas.
A reação das plantas contra à invasão de fitopatógenos usualmente é 
acompanhada pelo aumento da atividade de algumas enzimas, o que resulta na 
síntese de compostos tais como fitoalexinas, fenóis, lignina e outros, os quais são 
conhecidos pela potencial ação química de defesa (HOAGLAND, 1990). A via 
metabólica fenilpropanóide leva a formação de diversos compostos secundários 
vegetais, possibilitando a síntese de compostos aromáticos usados, por exemplo, 
na síntese de fitoalexinas, flavonóides e lignificação (GOODMAN et al., 1986; 
RIDE, 1983). A lignina é um complexo polímero de derivativos alcoólicos dos 
ácidos cinâmicos. A enzima fenoloxidase responsável pela polimerização dos 
precursores da lignina é a peroxidase (HARKIN & OBST, 1973).
2.3. Peroxidase
Peroxidase ocorre em plantas (MAEHLY, 1955; HOAGLAND, 1990), 
em certas células animais (LÜCK, 1965) e microrganismos (KOSUGUE, 1969; 
HOAGLAND, 1990). Esta enzima catalisa a oxidação de muitos compostos 
orgânicos pelo peróxido de hidrogênio (LÜCK, 1965). As peroxidases têm sido 
relatadas em uma grande variedade de plantas, e aparentam ser componentes
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naturais de suas células (MAEHLY, 1955).
As peroxidases atuam em várias vias metabólicas nos tecidos vegetais 
como por exemplo na produção de etileno (MISAGHI, 1982; ISHIGE et a i, 1993), 
ligações cruzadas na pectina e na ligação de extensão de monômeros (FRY, 1986), 
oxidação de mono e difenóis para formar quinonas e oxidação do ácido indolil-3- 
acético (AIA) (HOAGLAND, 1990) e na biossíntese de lignina (HARKIN & OBST, 
1973; ABELES & BILES, 1991; INTAPRUK et a i, 1994). Estas várias funções são 
consistentes com a ocorrência de múltiplas peroxidases, sugerindo que diferentes 
isoenzimas estão involvidas em diferentes processos em regiões específicas da planta 
(INTAPRUK et a i, 1994). Mudanças na atividade ou na composição isoenzimática 
de peroxidases não são reações específicas da planta invadida por um parasita, mas 
sim uma característica de uma atividade metabólica alterada da célula vegetal sob 
influência de vários fatores exógenos e endógenos (FRIC, 1976). A ativação da 
enzima peroxidase em milho (Zea Mays L.) foi observada como um mecanismo não 
específico de resposta desta gramínea ao estresse (LUSSO, 1989).
A polimerização de precursores fenilpropanóides é catalisada pela 
peroxidase e resulta na formação de lignina. Apesar da lacase e tirosinase serem as 
enzimas fenoloxidantes de maior ocorrência em células vegetais (GOODMAN et 
ai, 1986), HARKIN & OBST (1973) observaram a participação exclusiva da 
peroxidase no processo de polimerização desidrogenativa dos precursores da lignina.
2.3.1. Características das peroxidases
A peroxidase é uma proteína de membrana a qual é ativada por danos 
à membrana, quais sejam ruptura mecânica ou ataque por enzimas proteolíticas 
(SANCHEZ-FERRER et a i, 1989). ABELES & BILES (1991) demonstraram, na
15
tentativa de transferência desta enzima para nitrocelulose, a grande afinidade de 
peroxidase por paredes ou outros componentes celulares, sugerindo que no processo 
de lignificação a enzima peroxidase poderia ficar presa à parede celular ou na 
membrana envolvida na síntese de lignina. EVANS & HIMMELSBACH (1991) 
estudando a formação de lignina sintética também verificaram uma grande 
possibilidade da que a peroxidase seja incorporada na estrutura da lignina e que seja 
uma parte integrante deste polímero. VANCE et ah, (1976), estudando a peroxidase 
de Phalaris arundinacea, observaram que aproximadamente 70% do total da 
atividade era obtida na fração solúvel, enquanto as frações iônicamente e 
covalentemente ligadas continham 24 e 6%, respectivamente. A pesquisa sobre 
genes que se expressam na resistência do arroz, levou ao trabalho de clonagem e 
sequenciamento do cDNA da peroxidase e a conclusão de que esta estaria localizada 
na membrana, porém com atividade detectável a nível de vacúolo da célula ou 
extracelularmente (REIMMANN et ah, 1992). Metodologias de análise de 
peroxidase por infiltração em tecidos vegetais tem sido utilizadas considerando a 
localização apoplasmática das mesmas (FINK et al., 1991).
A peroxidase de rábano parece ser a mais bem estudada. Seu peso 
molecular foi avaliado em 40.000 (BERGMEYER et ah, 1965). O peso molecular 
de peroxidases extracelulares de Vigna sinensis L. foi avaliado em 37.8 Kda.
A peroxidase (Doador: H2O2 Oxiredutase, EC 1.11.1.7) é específica 
para 0 aceptor de hidrogênio; somente H2O2, metil e etil peróxidos são ativos 
(MAEHLY, 1955; BERGMEYER et al., 1974; LÜCK, 1965). Em contraste, a 
enzima não é específica para o doador de hidrogênio, sendo que um grande número 
de fenóis, aminofenóis, diaminas, indofenóis, ascorbatos e muitos aminoácidos são 
relatados (MAEHLY, 1955; BERNT & BERGMEYER, 1965; BERGMEYER et al., 
1974).
Peroxidases são ditas enzimas de fimção "dupla", isto é, são capazes
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de gerar o H2O2 que lhes servirá de substrato (AKAZAWA & CONN, 1958). 
ABELES & BILES (1991) observaram a formação de produtos de oxidação de 
seringaldazina pela peroxidase de endocarpo de pêssego, na presença e na ausência 
de H2O2 . Na presença de Mn+2 ou de nucleotídeos piridínicos reduzidos, a 
peroxidase é capaz de gerar e de utilizar H2O2 .
O pH ótimo da reação depende do doador de hidrogênio (LÜCK, 
1965). O pH ótimo da peroxidase de rábano está en 7,0 quando utilizado o guaiacol 
como doador de hidrogênio (BERGMEYER et al., 1965).
A taxa da reação peroxidativa depende da concentração de H2O2 
(CHANCE & MAEHLY, 1955; LÜCK, 1965) e da concentração do doador de 
hidrogênio (CHANCE & MAEHLY, 1955). Concentrações de peróxido de 
hidrogênio acima de 10"3 M usualmente fazem decrescer a atividade (LÜCK, 1965), 
enquanto que na concentração de 1,3 xl0'4 a curva da reação inicial é linear ( 
BERGMEYER etal., 1965).
2.3.2. Estrutura química
As peroxidases são glicoproteínas, as quais apresentam diferentes 
quantidades de resíduos de carboidratos (SHANNON et al., 1966, FRY, 1986). 
Peroxidase contém ou requer o íon cálcio (FRY, 1986) sendo que HASCHKE & 
FRIEDHOFF (1978) verificaram que o cálcio contribui para a estabilidade estrutural 
e térmica das peroxidases de rábano. FRY (1986) sugere que a estrutura 
tridimensional do citocromo c peroxidase de levedura é um modelo válido para 
peroxidases de plantas, exceto para certas regiões da superfície.
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2.3.3. Reações catalíticas
As peroxidases de planta geralmente formam com o peróxido três tipos 
de compostos denominados de I, II e III, os quais possuem espectro de absorção 
característicos (MAEHLY, 1955). Os compostos I e II são formados somente na 
presença de baixas concentrações de peróxido. O composto I é formado e 
transformado em composto II através de redução por um doador de elétrons. Os 
compostos I e II são considerados como intermediários na reação que irá regenerar 
as peroxidases originais. O composto III tem sido identificado como um produto 
formado na presença de H20 2 em excesso.
2.3.4. Inibição das peroxidases
A peroxidase de rábano é inibida reversivelmente por 10'5 a 10"6 M de 
cianeto e sulfeto, enquanto 10* M de fluoreto, azida e hidroxilamina causa inibição 
(BERGMEYER et a i, 1965). A peroxidase é inibida por pH baixo (FRY, 1986). 
Monóxido de carbono não inativa a peroxidase de rábano (BERGMEYER et al., 
1965).
2.3.5. Peroxidases, fenóis e lignina
A biossíntese da lignina se dá a partir dos álcoois hidrocinâmicos, que 
são polimerizados. A função das peroxidases é remover átomos de hidrogênio dos 
grupos álcoois, combinando-os com o peróxido de hidrogênio, formando água. Os
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radicais assim formados se polimerizam formando a lignina (GOODMAN et al., 
1986).
A inoculação com fungos e tratamentos elicitores são conhecidos por 
elevar os níveis de peroxidase e as enzimas do metabolismo de fenilpropanóides 
tais como a fenilalanina amónia liase (VANCE et al., 1980; MITCHELL et al., 
1994). Na cevada (Hordeum vulgare L.) a inoculação com o patógeno Erysiphe 
graminis aumenta a atividade de peroxidase (KERBY & SOMERVILLE, 1992). 
REIMMANN et al. (1992), com o objetivo de elucidar o mecanismo de resistência 
induzida em arroz, iniciaram a clonagem de genes que são induzidos no princípio 
da expressão deste mecanismo. O gene clonado e sequenciado foi o da peroxidase.
A lignificação pode ser classificada como uma barreira pré-formada 
para a penetração fúngica, entretanto pode ser também considerada uma barreira 
induzível efetiva na defesa vegetal (NICHOLSON & HAMMERSCHMIDT, 1992; 
PASCHOLATI & LEITE, 1994). A frequência de células lignificadas foi 
considerada maior em camadas de células corticais de raízes de Picea abies (L.) 
Karst infectadas, comparadas com tecido sadio (ASIEGBU et al., 1993). RIDE 
(1983) destacou algumas maneiras pelas quais a lignificação pode impedir o 
desenvolvimento de fungos nos tecidos do hospedeiro: 1) a lignina pode tomar as 
paredes resistentes à penetração mecânica; 2) a lignificação da parede celular no 
ponto de penetração pode tomá-la resistente à dissolução por enzimas fúngicas; 3) 
a lignificação das paredes pode restringir a difusão de enzimas e toxinas do fungo 
para a planta e, de água e nutrientes da planta para o fungo; 4) alguns precursores 
da lignina, de origem fenólica, e radicais livres produzidos durante a 
polimerização, podem desestruturar as membranas do fungo, enzimas e toxinas; 5) 
as extremidades das hifas podem tomar-se lignificadas e perder a plasticidade 
necessária ao crescimento.
O envolvimento de peroxidases com a lignificação de papilas foi
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sugerido por diversos trabalhos, através de testes histoquímicos para detecção de 
lignina (SHERWOOD & VANCE, 1980; RIDE, 1983; CADENA-GOMEZ & 
NICHOLSON, 1987; KERBY & SOMERVILLE, 1992), bem como pela evidência 
de peroxidase nestas estruturas (CADENA-GOMEZ & NICHOLSON, 1987; 
VANCE et al., 1976). O aumento nos níveis de peroxidase tem sido atribuído a 
atividade oxidativa como consequência de uma integridade celular alterada induzida 
por lesão (BIRECKA & GARRAWAY, 1978). Na maioria das investigações, o 
aumento da atividade de peroxidase tem sido observado somente em avançados 
estágios do processo de infecção, onde extensiva ruptura de tecidos do hospedeiro 
ocorreram (BIRECKA & GARRAWAY, 1978). REIMMANN et al., (1992) 
estudando a atividade de peroxidase no arroz, após inoculação com Pseudomonas 
syringae pv syringae, observou que esta alcançou o nível máximo após 24 horas de 
inoculação, declinando ao nível normal de controle após 96 horas. Em Vigna 
sinensis L. a inoculação com fungos não patogênicos Uromyces appendiculatus e U. 
viciae-fabae induz a atividade de peroxidase 24 horas após a inoculação, atingindo 
valores máximos após 48 horas (FINK et al., 1991). MITCHELL et al. (1994) 
observou um aumento de atividade na peroxidase de trigo 24 horas após elicitação e 
inoculação, atividade esta que chegou ao máximo com 42 horas de tratamento.
As peroxidases têm sido estudadas em relação a resistência a doenças 
em muitas plantas (FINK et al., 1991; REIMMANN et al., 1992; INTAPRUK et al., 
1994). Vários trabalhos relacionam a lignificação de estruturas vegetais com a 
atividade de peroxidases, por exemplo, na lignificação do endocarpo de pêssego 
(Prunus pérsica L. Batsch 'Redskin') (ABELES & BILES, 1991); ou na interação 
planta-hospedeiro (GRAHAM & GRAHAM, 1991; FINK et al., 1991; KERBY & 
SOMERVILLE, 1992). CADENA-GOMEZ & NICHOLSON (1987) observaram 
que, tanto a formação de papilas bem como o aumento da atividade de peroxidase, 
foram observadas em cultivares de milho independentemente de expressão de
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resistência ou suscetibilidade. VANCE et al., (1976) observaram que Phalaris 
artmdinacea L. produziu papilas lignificadas na parede celular da epiderme, no sítio 
de penetração fúngica, bloqueando a entrada do fungo. A lignificação iniciou-se 10 
horas após a inoculação e aparentemente continuou acompanhando o 
desenvolvimento do fungo no tecido vegetal.
2.3.6. Localização da atividade enzimática
REIMMANN et al., (1992) observou um aumento na atividade da 
peroxidase de arroz na expressão de resistência, somente de forma localizada nas 
folhas inoculadas, não sendo observada alterações sistêmicas. MITCHELL et al., 
(1994) observaram um aumento de atividade de peroxidase de trigo em folhas 
tratadas e não tratadas. VANCE et al. (1976) observaram a localização da atividade 
de peroxidase nas paredes celulares ao redor do sítio de penetração.
2.3.7. Detecção das peroxidases
Para medir a atividade da peroxidase a concentração do produto de 
oxidação ou do substrato não oxidado são determinados quimicamente ou 
espectrofotometricamente em diferentes tempos de reação. Foi observado que, na 
ausência de peroxidase, a oxidação de certos compostos orgânicos pode ser 
catalisada pelo peróxido de hidrogênio ou traços de metais pesados (LÜCK, 1965). 
Sendo assim, água bidestilada deve ser utilizada no preparo das soluções.
Diferentes substratos como o guaiacol, 1-naftol e hidroquinona, podem
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ser usados na detecção qualitativa das peroxidases (MAEHLY, 1955; BERNT & 
BERGMEYER, 1965; BERGMEYER et a l, 1974). MAEHLY & CHANCE (1954) 
reportaram a resina da árvore de guaiaco (Guajacum officinale L.) como sendo a 
substância mais antiga utilizada em testes para a determinação da atividade de 
peroxidases e oxidases, sendo ainda hoje amplamente utilizada (FINK et al., 1991; 
ABELES & BILES, 1991; ASIEGBU et al., 1993).
BERGMEYER et al., (1974) cita como possíveis doadores de 
hidrogênio na medida de atividade da peroxidase de rábano o /7-hidroxidifenila, 
hidroquinona, hidroquinonamonometiléter, guaiacol, catecol, catecolmonometiléter, 
resorcinol, pirogalol, o-fenilenediamina, m-fenilenediamina, anilina, p- 
aminobenzoato, ascorbato, dihidroximaleato, urato, NADH, nitrito e verde de 
leucomalaquita, sendo que estas substâncias teriam diferentes velocidades de reação.
2.3.8. Métodos quantitativos
De acordo com MAEHLY & CHANCE (1954), um dos métodos mais 
adequados para a avaliação quantitativa da atividade das peroxidases envolve a 
oxidação do guaiacol. O guaiacol foi obtido pela primeira vez através da destilação 
da resina do guaiaco. A oxidação do guaiacol pela ação das peroxidases na presença 
de H20 2 forma o tetraguaiacol. As soluções de tetraguaiacol apresentam coloração 
castanho. A concentração desta solução é determinada espectrofotometricamente em 
436 nm (BERGMEYER et al., 1965; BERGMEYER et al., 1974) ou em 470 nm 
(CHANCE & MAEHLY, 1955; LUSSO, 1989).
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Outros compostos utilizados na avaliação das peroxidases são o 
pirogalol, que oxidado produz purpurogalina, e a benzidina que resulta na formação 
de benzidina azul (MAEHLY & CHANCE, 1954).
2.3.9. Testes histoquímicos
Diferentes testes histoquímicos têm sido utilizados para a visualização 
das peroxidases in situ. Guaiacol (COFFEY & CASSIDY, 1984) e pirogalol 
(VANCE et al., 1976) tem sido usado como reagente de coloração. Entretanto, até 
1970 nenhum método permitia a discriminação entre a atividade das oxidases e das 
peroxidases (MAEHLY & CHANCE, 1954). O teste histoquímico da siringaldazina
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para peroxidases foi descrito por HARKIN & OBST em 1973. Este teste permitiu 
demonstrar a participação exclusiva das peroxidases no processo de lignificação.
Em Phalaris arundinacea L. as peroxidases foram identificadas 
através do uso do pirogalol (VANCE et al., 1976). Siiingaldazina foi utilizada para 
demonstrar a presença de peroxidase no endocarpo de frutas de pêssego (ABELES e 
BILES, 1991).
2.4. Antocianinas
Antocianinas são flavonóides responsáveis pela coloração vermelha e 
azul de muitos frutos e flores e que requerem luz para sua síntese (JANICK, 1979). 
Pigmentos de antocianinas são encontrados nas células epidérmicas com função de 
proteção a radiação solar (TING, 1982). Antocianinas são pigmentos vermelhos em 
solução ácida, tomando-se azuis em soluções alcalinas ou quando complexadas com 
metais (TING, 1982; RIBÉREAU-GAYON, 1971). Esta mudança na absorção 
dependente de pH foi reportada por SWAIN & HILLIS (1959) como sendo uma 
modificação na proporção iônica dos compostos e parece não involver os grupos 
hidroxil dos grupos fenólicos. DUKE et al., (1976) demonstraram que mesocótilos 
colocados em luz constante acumulavam antocianinas em função linear de tempo. 
HEIM et al., (1983) também observaram esta função linear de acumulação em 
mesocótilos que ficaram expostos a períodos alternados de luz e escuro, bem como a 
relação inversa da acumulação de antocianinas em função da concentração de um 
inóculo de microrganismos aspergido sobre o tecido.
Em trabalho pioneiro, HARBORNE (1958), analisando o perfil 
espectrofotométrico de 30 antocianinas, observou que todas tiveram um espectro
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de absorção similar na região de ultravioleta, porém no espectro visível os 
compostos mostraram diferenças. Este espectro teve absorções máximas entre 500 
e 550 nm, porém, RIBÉREAU-GAYON (1971) considera que o espectro de 
absorção máxima das antocianinas se encontra entre 520 a 550 nm. Antocianinas 
ocorrem naturalmente na forma glicosilada, muitas das quais já com estrutura 
conhecida (RIBÉREAU-GAYON, 1971; TING, 1982; MARKHAM, 1982). A 
forma de ligação -C-O-C- ocorre entre um grupo hidroxil alcoólico ou fenólico do 
composto fenólico e o grupo OH da molécula de açúcar (RIBÉREAU-GAYON, 
1971). O efeito da glicosilação toma o composto flavonóide menos reativo e mais 
hidrosolúvel, podendo desta forma ser armazenado no vacúolo celular, onde é 
geralmente encontrado (MARKHAM, 1982). HARBORNE (1958) observou que a 
posição dos resíduos de açúcar na molécula pode ser definida a partir de dados 
espectrofotométricos na região de 400 a 450 nm, porém, com as técnicas 
bioquímicas atuais (espectrometria de massa), a caracterização molecular destes 
compostos pode ser mais eficientemente elucidada.
2.5. Mecanismo de defesa em Mimosa scabrella
O sistema tradicional de produção da bracatinga (M. scabrella) implica na 
coexistência de pequenos capões de mata, de diferentes idades e com sub-bosque 
muito diversificado, interrompidos por áreas agrícolas ou de matas nativas. Esta 
heterogeneidade conserva, em certo grau, o equilíbrio do ambiente. Por esta razão 
poucos insetos podem ser considerados pragas da bracatinga.
Com relação a fitopatógenos em M. scabrella, SUDO et al., (1983) 
constatou a presença da bactéria Pseudomonas solanacearun E. F. Smith no
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sistema vascular. AZEVEDO et al., (1989) constatou a presença da ferrugem, 
Diorchidiella australis, como causadora de infecção sistêmica, levando a planta à 
grande debilitação.
O elevado teor de fenóis e tanino detectado em extratos foliares na 
planta fresca, e o efeito inibitório destes extratos dializados na formação de 
apressório em conídios de Colletotrichum lagenarium pode inicialmente vir a 
explicar o reduzido número de fitopatógenos microbianos que ocorrem nesta 
leguminosa (OLIVEIRA et al., 1993).
2.6. Mimosa scabrella como fonte nutricional
A bracatinga tem despertado interesse para consumo como forragem, 
a exemplo de outras leguminosas arbóreas. Apesar da boa aceitação das folhas de 
bracatinga pelo gado, estudos bromatológicos preliminares não recomendam seu 
uso generalizado. Os teores de proteína bruta são similares aos de outras 
leguminosas forrageiras, como soja-perene, puerária e leucena. O teor de lignina é 
muito elevado, o que, associado ao teor de fibras em detergente neutro e fibras em 
detergente ácido, indicam que a forragem é de baixa digestibilidade, e portanto de 
aproveitamento incerto pelos animais (FISCHER & DALL'AGNOL, 1985). Ainda 
segundo estes autores, dos 2,94% de nitrogênio existentes nas folhas de plantas 
adultas de bracatinga, somente menos da metade, 1,40%, seria utilizado pelos 
animais, enquanto os 1,52% restantes estão localizados na fração fibra ácido 
detergente. Isto é corroborado pelo baixo percentual para a digestibilidade in vitro 
da matéria orgânica, variando de 22 a 35%, índice considerado insuficiente para 
que os animais alimentados com esse material mantenham o peso corporal. Quanto 
ao uso da bracatinga como fonte de proteínas, pode-se considerar que os 1,40% de
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N digeríveis encontrados representam mais do que o dobro dos teores existentes no 
campo nativo, no período de inverno. Teoricamente, o consumo da leguminosa 
aumentaria os teores de proteína da dieta, porém devido a sua baixa 
digestibilidade, a ingestão de maiores quantidades de bracatinga poderia trazer 
uma maior deficiência energética. Assim o uso das folhas de bracatinga para a 
forragem do gado deverá ser restrita quando não houver disponibilidade de 
alimentos de melhor qualidade. Outras substâncias químicas (taninos, alcalóides, 
etc.), não avaliados por estes autores nesta ocasião, podem interferir na 
digestibilidade. Por outro lado, análises estruturais da hemicelulose e lignina do 
caule, e dos carboidratos de reserva de sementes de M. scabrella foram realizados 
(GANTER et al., 1993).
2.7. Mimosa scabrella e compostagem
O material compostado utilizado no presente estudo foi processado 
pelo Dr. Amilton João Baggio da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária - 
EMBRAPA, Centro Nacional de Pesquisa em Florestas - CNPFlorestas, 
Colombo/Pr. Através de utilização de metodologia adequada (Anexo 1), o 
pesquisador concluiu que a bracatinga apresenta alguma substância ou elemento 
retardante da decomposição. A bracatinga apresenta baixa digestibilidade para os 
ruminâtes, sinal(is) de elemento(s) limitante(s) a sua decomposição. Tal fato é 
atribuído a presença de taninos, porém sem comprovação.
Os altos teores de fenóis e taninos, o número reduzido de patógenos 
descritos, e o bloqueio do processo de compostagem, podem indicar a atividade de 
um sistema de defesa eficiente. Um dos objetivos deste estudo foi avaliar esta 
possibilidade.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS
3.1. Obtenção dos extratos do material foliar (compostos pré-formados)
O material foliar da Mimosa scabrella utilizado no presente estudo se divide em 
três grupos:
Material fresco 
Material compostado 
Material exposto ao meio ambiente
Os materiais fresco e compostado foram cedidos pelo Dr. Amilton 
João Baggio da EMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária, 
CNPFlorestas - Centro Nacional de Pesquisa de Floresta, Colombo/Paraná. O 
material fresco foi coletado, seco em estufa à 65° C e moído (folhas + ramos 
tenros). O material compostado foi manuseado conforme descrito no anexo 1. O 
material exposto ao meio ambiente foi obtido após a exposição do material de 
bracatinga ao tempo (sol, chuva) por 30 dias durante o primeiro semestre de 1993. 
Todos os materiais foram mantidos em freezer -20° C durante o desenvolvimento 
do estudo. Os extratos aquosos eram obtidos colocando-se, separadamente, lg de 
material moído em 30 ml de água destilada (33 mg/ml). Esta suspensão era deixada 
sob agitação constante por 1 hora à temperatura ambiente. Após este período, o 
extrato era filtrado em fibra de vidro e submetido a diálise por 12 horas, contra 60 
ml de água deionizada. O extrato dializado foi utilizado para os bioensaios 
diretamente, ou foi incluída uma etapa de liofilização anterior aos bioensaios. 
Neste caso, 10 ml do material dialisado foi liofilizado (até secura) e ressuspenso
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em 1 ml de água destilada.
Tanto o material somente dialisado, como o dialisado/liofilizado 
ressupenso, foram submetidos à diluição seriada. Tomando-se como solução "mãe" 
(diluição 1) o material resultante da diálise, procedeu-se diluição de 1/10, 1/100, 
1/1.000, 1/10.000 e 1/100.000. O material dialisado/liofilizado ressuspenso 
também foi diluído nas mesmas concentrações.
3.2. Hospedeiro
Foram utilizadas sementes de bracatinga (Mimosa scabrella var. 
scabrellá) fornecidas pela EMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesquisa 
Agropecuária, CNPFlorestas - Centro Nacional de Pesquisa em Florestas, 
Colombo/Pr.
As sementes foram submetidas a um processo de quebra de 
dormência conforme CARPANEZZI et ai, (1988). Este processo consistiu na 
imersão em água a 80° C , na proporção de quatro vezes o volume de sementes. 
Em seguida, as sementes foram deixadas em repouso nesta água por 18 horas, sem 
aquecimento. Após este período, as sementes foram retiradas, secas e colocadas 
para germinar.
Hipocótilos estiolados de bracatinga foram produzidos após 
incubação das sementes entre folhas úmidas de papel de germinação, mantidas no 
escuro à 27° C durante 6 dias. Ao final deste período, os hipocótilos apresentam 
um comprimento de aproximadamente 5 cm. As plântulas estioladas, assim 
obtidas foram expostas à luz durante 4 horas para bloqueio de elongação (LOPEZ 
& PASCHOLATI, 1992) e em seguida foram utilizadas nos experimentos.
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3.3. Microrganismos
Os isolados fúngicos utilizados neste trabalho foram:
• Colletoírichum graminicola Cgm2
• Aspergillus fumigaíus
O isolado de C. graminicola Cgm2 foi fornecido pelo Prof. Dr. 
Ralph Nicholson, diretor do Laboratório de Interações Patógeno - Hospedeiro da 
Purdue University - EUA. O cultivo deste fungo foi feito em placas de petri 
contendo meio aveia-ágar (NICHOLSON & MORAES, 1980), à temperatura 
ambiente e sob luz fluorescente constante.
A linhagem de A. fumigaíus foi cedida pelo Dr. Celso Auer 
(EMBRAPA - CNPFlorestas de Colombo/Pr), sendo mantida em placas de petri 
contendo meio batata-dextrose-ágar (BDA), em condições de temperatura 
controlada à 37° C, no escuro.
3.4. Obtenção das suspensões de esporos e inoculação
As inoculações com C. graminicola foram efetuadas utilizando-se 
suspensões de esporos obtidas a partir de culturas com 14 dias de idade na 
concentração de 10^ conídios/ml em água destilada (LEITE, 1992). As suspensões 
de conídios foram aspergidas sobre o tecido hospedeiro. Para todos os experimentos, 
zero hora correspondeu ao tempo em que foi efetuada a inoculação. Após a 
inoculação, o material foi incubado em umidade relativa de 100%, sob luz 
fluorescente constante, à temperatura ambiente. Como controle aspergiu-se sobre as
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plântulas água destilada estéril. Após o período de tempo determinado, os 
hipocótilos (tratamento e controle) eram coletados e procedia-se o monitoramento 
do peso. O material era imediatamente utilizado no experimento ou mantido em 
"ffeezer" até o momento de utilização.
Nos bioensaios com o fungo A. fumigatus, culturas com 5 dias 
foram utilizadas como fonte de suspensões de esporos na concentração de 10 4 
esporos/ml (dissolvidas em Tween 0,01%), conforme curva de concentração 
ensaiada no presente trabalho. Suspensões de esporos de A. fumigatus, diluídas de
2 510 à 10 esporos/ml, foram colocadas sobre lâminas de vidro recobertas com ágar- 
água 1% e incubadas em estufa 37° C, umidade relativa de 100 %, por um 
perídodo de aproximadamente 12 horas. A percentagem de germinação de cada 
diluição foi avaliada. Na diluição de melhor taxa de germinação procedeu-se a
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avaliação do melhor tempo de incubação. Suspensões de A. fumigatus (10 
esporos/ml) foram incubadas como descrito anteriormente por 6, 8 e 10 horas. A 
taxa de germinação dos esporos após cada período de incubação foi avaliada.
3.S. Bioensaios
3.5.1. Teste de indução (compostos induzidos)
As plântulas estioladas de bracatinga foram deixadas 
aproximadamente quatro horas expostas à luz para cesar o elongamento (LOPEZ 
& PASCHOLATI, 1992). Em seguida, as plântulas foram divididas em lotes que 
receberam os diferentes tratamentos abióticos, bióticos e combinado (FREITAS et 
ai, 1993).
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Os tratamentos abióticos consistiram em submeter os hipocótilos à 
injúria mecânica (fricção com gaze), HgCl2 0,04% ou exposição à luz ultravioleta- 
curta por 30 minutos.
Os tratamentos bióticos consistiram na inoculação dos hipocótilos 
com suspensão de conídios de C. graminicola (1 x 10^ conídios/ml) ou com a 
aspersão de um filtrado de uma cultura de C. graminicola. Neste caso uma cultura 
com 14 dias de idade foi suspensa em água destilada estéril, filtrada através de 
membrana Millipore (0,45 pm), assegurando-se, deste modo, sua composição 
acelular. Esta solução foi utilizada no tratamento.
O tratamento combinado consistiu em injúria mecânica no 
hipocótilo, com subsequente tratamento biótico de inoculação com suspensão de 
conídios de C. graminicola (1 x 10^ conídios/ml).
Como controle, um lote de hipocótilos foi aspergido com água 
destilada estéril.
Após os tratamentos, os diferentes lotes foram mantidos sob luz 
fluorescente constante, em umidade relativa de 100%, à temperatura ambiente.
Após o período de incubação, os hipocótilos tratados foram 
separados, cortados com auxílio de uma lâmina de barbear em pedaços de 
aproximadamente 0,5 cm, tomando-se a precaução de evitar regiões verdes com 
clorofila. Procedeu-se o monitoramento do peso e submeteu-se o material à 
extração em solução metanólica 80% acidificada (HC1 0,1%) por 
aproximadamente 3 horas, à 4 °C. A seguir o perfil espectrofotométrico destes 
extratos foi avaliado.
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3.5.2. Teste de germinação
Os diferentes extratos intitulados: extrato fresco, extrato compostado 
e extrato exposto ao meio ambiente, foram utilizados em teste de germinação 
através do seguinte procedimento: foram preparadas lâminas recobertas com filme 
de poliestireno (STAPLES et al., 1976; LEITE & NICHOLSON, 1992) ou com 
ágar-água 1% (LEITE, 1992). Sobre estas lâminas foram colocadas gotas de 20 pi 
de suspensão de conídios de C. graminicola (1 x 10  ^conídios/ml) e A. fumigatus 
(1 x 104 esporos/ml) e sobre estas, gotas de 20 pl dos devidos extratos puros 
(concentração 1) ou diluídos 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10.000 e 1/100.000 (item 3.1). 
Como controle foi utilizada água destilada. Estas lâminas foram devidamente 
incubadas de acordo com o fungo utilizado: C. graminicola à temperatura 
ambiente, luz fluorescente constante, umidade relativa de 100 % por 12 horas; A. 
fumigatus em estufa 37 °C, umidade relativa de 100 %, durante 8 horas (curva de 
crescimento ensaiada previamente). Após este período, cada gota foi observada em 
M.O. e as percentagens de germinação e inibição foram avaliadas e plotadas em 
gráfico de acordo com os respectivos extratos e diluições ensaiadas.
3.6. Análise fenólica
3.6.1. Extratos foliares
Os extratos aquosos dos materiais foliares foram analisados, através 
da leitura do valor de absorbância em vários comprimentos de onda, em 
espectrofotômetro Beckmam DU 7400.
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A composição fenólica do material vegetal foi avaliada em análise 
qualitativa e quantitativa.
A análise qualitativa baseou-se em teste químico utilizando solução 
de cloreto férrico conforme MATOS (1988). Os diferentes extratos foliares 
aquosos (ítem 3.1), em etapa anterior à diálise, foram analisados. As diferentes 
soluções aquosas foram filtradas em fibra de vidro. A seguir, em tubos de ensaio 
devidamente marcados, colocou-se de 2 a 3 ml de cada extrato separadamente, 
sendo que o branco continha água. Em cada tubo acrescentou-se 3 gotas de solução 
alcoólica de cloreto férrico. Procedeu-se agitação vigorosa e a observação direta 
do resultado, que, de acordo com o autor seria:
• Coloração azul para vermelho: fenóis (quando branco negativo)
• Precipitado escuro : taninos
A análise quantitativa do conteúdo fenólico dos diferentes extratos 
foi realizada a partir de comparação direta com curva de concentração, feita 
utilizando-se como padrão o ácido gálico (0 a 0,6 pmoles), através da técnica do 
reativo de Folin-Ciocalteu. Os diferentes extratos aquosos foliares, dialisados e 
dialisados/ liofilizados, nas diluições seriadas de 1 até 1/100.000 (ítem 3.1), foram 
analisados também pela técnica do reativo de Folin-Ciocalteu da seguinte maneira:
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branco amostra
água 1,0 ml -
soluções - 1,0 ml
Na2CC>3 5,0 ml 5,0 ml
Reativo de
Folin-Ciocalteu 1,0 ml 1,0 ml
Após 15 minutos de reação, as leituras foram realizadas à 750 nm. 
Os valores obtidos foram comparados á curva padrão de ácido gálico e plotados 
em gráfico como equivalentes pmoles de ácido gálico.
3.6.2. Extratos metanólicos acidificados
Os extratos metanólicos acidificados obtidos no teste de indução 
(3.5.1.) foram analisados através da determinação do perfil espectrofotométrico.
O monitoramento da produção de antocianinas em hipocótilos 
controle (aspergidos com água destilada estéril) e hipocótilos inoculados com C. 
graminicola (2 x 10^ conídios/ml) foi efetuado em varredura espectrofotométrica e 
também à 520 nm, conforme HEIM et al., (1983).
Os extratos metanólicos acidificados dos hipocótilos aspergidos com 
água, os quais exibiram um pico em 527 nm, foram submetidos a análise por 
HPLC. Amostras de 10 jol foram aplicadas em cromatógrafo Beckman utilizando- 
se coluna de fase reversa C18 Ultrasphere (4,5 x 250 mm), isocraticamente, 
usando metanol como eluente em taxa de fluxo de 1 ml/min. A detecção foi
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monitorada a 520 nm (HEIM et al., 1983).
3.7. Monitoramento por microscopia
O monitoramento da germinação de esporos, formação de 
apressórios e papilas nos tecidos de bracatinga foi conduzido em segmentos de 
epiderme retirados de hipocótilos inoculados com C. graminicola (2x10^ 
conídios/ml) . Amostras de epiderme foram coletadas durante um período de 0 a 72 
horas, com intervalos de 6 horas entre as coletas. Segmentos da epiderme foram 
retirados a partir dos hipocótilos e observados ao microscópio. As observações e 
exposições fotográficas foram feitas em microscópio Carl Zeiss JENAVAL.
O monitoramento da produção de antocianinas foi efetuado em 
segmentos de epiderme retirados de hipocótilos aspergidos com água destilada 
estéril.
3.8. Testes histoquímicos
Segmentos de epiderme retirados de hipocótilos inoculados com C. 
graminicola (2x10^ conídios/ml) foram submetidos à coloração com azul de 
toluidina (O'BRIEN et al., 1964) e observados ao microscópio. As observações e 
exposições fotográficas foram feitas em microscópio Carl Zeiss JENAVAL.
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3.9. Extração e determinação da atividade da peroxidase pelo teste do 
guaiacol
Para determinação da atividade de peroxidase nas amostras de 
bracatinga, procedeu-se uma adaptação da metodologia utilizada para análise de 
atividade de peroxidase utilizando-se o teste do guaiacol em tecidos de milho (Zea 
mays L.) inoculados com Helminthosporium maydis e Colletrotrichum graminicola, 
como previamente descrito por CADENA-GOMEZ & NICHOLSON, (1987). 
Aproximadamente 0,3 g de tecido de hipocótilo foi homogeneizado em 3 ml de 
tampão fosfato de sódio 0,05 M, pH 7,5 , em homogeneizador de Van Potter 
Elvehjem (15 segundos à velocidade máxima). O homogeneizado foi centrifugado a 
20.000 g, 30 minutos, 4 °C, em centrífuga refrigerada Beckman Model J-21B. O 
sobrenadante foi considerado a fração enzimática. Durante as análises, o extrato 
enzimático foi mantido em banho de gelo. A atividade de peroxidase foi determinada 
a 25 °C por medida espectrofotométrica direta (CHANCE & MAEHLY, 1955). 
Ensaios preliminares, com o objetivo de analisar o efeito de diferentes concentrações 
dos reagentes utilizados, foram realizados (itens 3.9.1 à 3.9.4). Em termos de 
concentração final na cubeta de ensaio utilizou-se, em um volume final de 1,5 ml: 
tampão fosfato de sódio 0,05 M, pH 7,5, 12 mM de guaiacol em etanol 50%, 13 
mM de peróxido de hidrogênio. O peróxido de hidrogênio utilizado foi 
comercialmente adquirido, e sua concentração inicial foi monitorada por titulação 
contra KMnC>4 (VOGEL, 1989). Água bidestilada foi utilizada para solubilizar 
todos os reagentes (LÜCK, 1965).
O meio de reação e o tampão fosfato foram incubados a 25° C e a reação foi 
efetuada nesta mesma temperatura. A cubeta de referência correspondeu a 1.176 pl 
de 0,05 M tampão fosfato de sódio, pH 7,5 , 112 pl de guaiacol e 112 pl de
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peróxido de hidrogênio. A adição de 100 pl de extrato enzimático na cubeta iniciava 
a reação, a qual era acompanhada espectrofotometricamente durante 3 minutos. A 
leitura foi efetuada em comprimento de onda de 470 nm em espectrofotômetro 
Varian Techtron Model 635.
Seguindo-se a lei de Lambert-Beer (BERGMEYER, 1965), os 
resultados foram expressos em p moles de tetraguaiacol min ^  g ^  conforme a 
fórmula:
ÁDO = e . c. 1
onde: ADO = variação da densidade óptica
8 = coeficiente de extinção molar do tetraguaiacol
(26,6 cm -1 mM -1 conforme CHANCE & MAEHLY, 1955) 
c = concentração de tetraguaiacol 
1 = espessura da cubeta
sendo que em determinações de concentração na cubeta:
c = ADO
E . 1
e em amostras desconhecidas:
ADO x V
8 . 1  V
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onde: V = volume de solução na cubeta 
v = volume da amostra
Nos experimentos em que se utilizou p- e w-metoxifenol como 
doadores de H, os resultados foram expressos em unidades de absorção por minuto 
por grama de peso fresco (UAbs min "1 gpf'1).
3.9.1. Efeito do pH sobre a atividade de peroxidase de M. scabrella
Para a determinação do efeito do pH na atividade da peroxidase de 
bracatinga, amostras de aproximadamente 0,3 g de tecido de hipocótilos não 
inoculados, foram homogeneizados em Van Potter Elvehjem (3 ml de tampão 
fosfato), velocidade máxima por 15 segundos, variando-se o pH entre 6,5 a 7,7 . 
Durante a extração o material foi mantido em banho de gelo. Estes extratos foram 
centrifugados 20.000 g, 30 minutos, 4o C, em centrífuga refrigerada Beckman 
Model J-21B, e o sobrenadante foi considerado a fração contendo as peroxidases 
solúveis (CADENA-GOMEZ & NICHOLSON, 1987).
A atividade de peroxidase foi determinada a 25° C por medida 
espectrofotométrica direta (CHANCE & MAEHLY, 1955). Em termos de 
concentração final na cubeta de ensaio utilizou-se em um volume final de 1,5 ml: 
tampão fosfato de sódio 0,05 M, na faixa de pH correspondente da extração, 12 mM 
de guaiacol em etanol 50%, 13 mM de peróxido de hidrogênio. Água bidestilada foi 
utilizada para solubilizar todos os reagentes (LÜCK, 1965). O meio de reação e o 
tampão fosfato foram incubados a 25°C e a reação foi efetuada nesta mesma
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temperatura. A cubeta de referência correspondeu a 1.176 pl de 0,05 M tampão 
fosfato de sódio, na faixa de pH correspondente da extração , 112 jil de guaiacol e 
112 pl de peróxido de hidrogênio. A adição de 100 pl de extrato enzimático na 
cubeta iniciava a reação, a qual era acompanhada espectrofotometricamente durante 
3 minutos. A leitura foi efetuada em comprimento de onda de 470 nm em 
espectrofotômetro Varian Techtron Model 635.
3.9.2. Atividade da peroxidase de M. scabrella em função da concentração 
de H2O2
A influência da concentração de peróxido de hidrogênio na atividade 
de peroxidase foi mensurada conforme 0 procedimento acima descrito, porém em 
pH 7,5 e variando-se as concentrações de H2O2 de 3,14 à 39 mM.
3.9.3. Efeito da concentração de guaiacol sobre a atividade de peroxidase 
de M. scabrella
O efeito da concentração de guaiacol na atividade de peroxidase foi 
também analisado conforme procedimento para análise do efeito do pH (ítem 3.9.1). 
Neste caso procedeu-se medida de atividade em 0,05 M tampão fosfato pH 7,5 , 
H2O2 13 mM e variou-se a concentração de guaiacol de 3,0 à 12 mM. Também foi 
avaliada a influência do solvente do guaiacol, etanol 50 %, na atividade.
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3.9.4. Efeito da concentração do tampão fosfato sobre a atividade da 
peroxidase de M. scabrella
O efeito da concentração do tampão fosfato de sódio foi analisado em 
ensaio enzimático conforme procedimento para análise do efeito do pH (ítem 3.9.1), 
porém, neste caso a extração da peroxidase foi efetuada em tampão fosfato pH 7,5 
nas concentrações de 0,025 , 0,05 e 0,1 M. O extrato enzimático foi extraído e 
ensaiado com tampão fosfato pH 7,5 nestas diferentes concentrações, guaiacol 12 
mM e peróxido de hidrogênio 13 mM.
3.9.5. Ensaio de peroxidase
A atividade de peroxidase foi determinada em hipocótilos de 
bracatinga estiolados e inoculados com Colletotrichum graminicola (2 x IO** 
conídios/ml), nos tempos de 0, 3, 6, 12, 24, 30, 36, 42, 48, 60 e 72 horas após a 
inoculação, conforme descrito no item 3.9. Como controle foram utilizados os 
hipocótilos aspergidos com água destilada estéril.
3.9.6. Efeito da desnaturação do extrato enzimático
O extrato enzimático de hipocótilos não inoculados foi submetido à 
desnaturação em banho-maria 100° C, por 3 minutos e ensaiado conforme ítem 3.9.
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3.9.7. Teste de peroxidase in situ
Segmentos de epiderme retirados de hipocótilos inoculados com C. 
graminicola (2 x 106 conídios/ml) foram imersos em uma gota de água destilada 
sobre lâminas de microscópio e sobre esta foi adicionado uma gota de guaiacol 12 
mM e uma gota de H20 2 13 mM. A reação foi acompanhada em M.O.
3.10. Teste de peroxidase com os isômeros estruturais do guaiacol
Foram feitos testes de medida de peroxidase utilizando-se como 
doador de hidrogênio o o-metoxifenol (guaiacol) conforme metodologia do teste do 
guaiacol (CHANCE & MAEHLY, 1955), bem como com seus isômeros estruturais o 
w-metoxifenol e />metoxifenol. A reação foi efetuada conforme teste do guaiacol 
(3.9), porém utilizando-se como doador de hidrogênio os três isômeros 
separadamente, na concentração de 12 mM em etanol 50%. A reação foi 
acompanhada em espectrofotômetro Beckman DU 7400, através da determinação do 
perfil de absorção, na faixa compreendida entre os comprimentos de onda 200 nm e 
800 nm. A reação foi monitorada durante 3 minutos.
3.11. Produção de antocianinas em hipocótilos de bracatinga
A formação de pigmentos de antocianinas nos hipocótilos estiolados 
de bracatinga, inoculados ou não com C. graminicola (2 x 106 conídios/ml), foi 
acompanhada durante o período de 0 a 72 horas após a inoculação. As amostras
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foram coletadas nos tempos de 0, 12 18, 30, 36, 48, 60 e 72 horas. Como controle 
os hipocótilos foram aspergidos com água destilada. Após terem decorrido os 
devidos tempos, os hipocótilos foram cortados em pedaços de aproximadamente 1 
cm, pesados e submetidos a extração com metanol 80 % acidificado com HC1 0,1 
% (FREITAS et al., 1993), à 4 °C , durante, aproximadamente 12 horas. Procedeu- 
se leitura em espectrofotômetro Varian Techtron modelo 635 em comprimento de 
onda 525 nm (RIBÉREAU-GAYON, 1971) e o perfil de absorção em 
espectrofotômetro Beckman DU 7400.
3.12. Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonóides
O extrato metanólico acidificado dos hipocótilos estiolados de M. 
scabrella aspergidos com água destilada estéril foi submetido a teste para 
antocianinas, antocianidinas e flavonóides conforme MATOS (1988). Este teste 
consistiu em acidular uma alíquota do extrato a pH 3,0 e alcalinizar outras duas a 
pH 8,5 e 11,0. A coloração resultante em cada situação foi considerada indicativa 
de seus compostos da seguinte forma:
COR EM MEIO
CONSTITUINTE 3,0 8,5 11,0
Antocianinas e antocianidinas vermelha lilás azul-púrpura
Flavonas, flavonóis e xantonas - - amarelo
Chalconas e auronas vermelha - vermelho-púrpura
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4. RESULTADOS
4.1. Compostos de defesa induzidos
4.1.1. Desenvolvimento de C. graminicola em M. scabrella
A formação de papilas na interação M. scabrella - C. graminicola 
começou a ser evidenciada após 12 horas de inoculação como espessamentos na 
parede celular sob o apressório. A relação do número de papilas pelo número total 
de apressórios foi observada após a inoculação (Fig. 1), atingindo um máximo de 0,5 
aproximadamente 70 horas após inoculação.
4.1.2. Formação de papilas
Hipocótilos de M. scabrella exibiram a formação de papilas nos sítios 
de infecção em resposta à tentativa de penetração pelo fungo não patogênico C. 
graminicola (Fig. 2 a). Nas 12 primeiras horas de inoculação, fase anterior ao 
surgimento de papilas, observou-se o aparecimento de regiões com tonalidade 
amarelada entre as células (espaços intercelulares) afetadas. Durante este período 
podiam ser observados espessamentos de parede imediatamente abaixo de alguns 
apressórios. Estes espessamentos eram o início da formação de papilas. Após 24 
horas de inoculação as papilas, bem como as paredes celulares adjacentes, 
apresentaram reação positiva ao azul de toluidina (Fig. 2 b). Após 48 horas de 
inoculação, a papila apresentou-se com um formato cônico bem desenvolvido, 
parecendo acompanhar a estrutura do fungo em processo de penetração (Fig. 2 c).
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Observações histológicas após 15 dias da inoculação, mostraram que algumas 
papilas continuaram se desenvolvendo, chegando a atingir células adjacentes da 
camada epidérmica.
4.2. Atividade enzimática
Experimentos preliminares da medida de atividade enzimática da 
peroxidase de M. scabrella, utilizando como doador de hidrogênio o guaiacol (o- 
metoxifenol), incluíram o estabelecimento das condições ótimas de ensaio. Estes 
valores foram estabelecidos para todas as variáveis de ensaio.
O efeito da variação de pH na atividade da peroxidase de M. scabrella 
mostra que valores de 7,5 e 7,7 definem valores de velocidade máxima nos quais 
obteve-se a atividade enzimática de 0,683 ± 0,08 e 0,601 ± 0,06 pmoles de 
tetraguaiacol /min /grama de peso fresco, respectivamente (Fig. 3).
A atividade da peroxidase em relação à concentração de peróxido de 
hidrogênio foi analisada, e observou-se que na concentração de 13 mM obteve-se a 
atividade enzimática de 0,683 ± 0,08 pmoles de tetraguaiacol /min /grama de peso 
fresco (Fig. 4), sendo esta considerada a concentração onde se obteve a velocidade 
máxima.
O ensaio onde analisou-se a atividade da peroxidase em função da 
concentração de guaiacol mostrou um perfil de saturação a partir de 12 mM. Este 
perfil de saturação manteve-se estável até a concentração teste de 24 mM, isto é, 
duas vezes a concentração utilizada nos demais experimentos (Fig. 5). A atividade 
de peroxidase com 12 mM e 24 mM foram 0,653 ± 0,024 e 0,695 ± 0,026 pmoles 
de tetraguaiacol /min /grama de peso fresco, respectivamente. A atividade de 
peroxidase no experimento controle onde utilizou-se apenas o solvente do guaiacol,
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etanol 50%, como doador de hidrogênio da reação, sem a adição de guaiacol, exibiu 
uma atividade de 0,016 ± 0,005 pmoles de tetraguaiacol /min /grama de peso fresco, 
ou seja, o etanol utilizado como solvente do guaiacol não colabora 
significativamente na atividade de peroxidase (dados não mostrados). Observou-se 
que na ausência de doador de hidrogênio a atividade enzimática foi de 0,002 p 
moles de tetraguaiacol /min /grama de peso fresco, ou seja, não observou-se a 
influência significativa de um substrato endógeno na atividade de peroxidase 
(concentração zero de guaiacol -Fig. 5).
O desnaturação protéica do extrato enzimático por aquecimento em 
banho-maria 100° C, durante 3 minutos, anulou a atividade enzimática do mesmo. A 
atividade detectada nesta situação foi de 3% em relação ao sistema controle ensaiado 
a 27° C , 0,002 pmoles de tetraguaiacol /min /grama de peso fresco, ou seja, na 
ausência da enzima peroxidase ativa não foi observada reação espontânea dos 
componentes do ensaio.
A concentração do tampão fosfato de sódio de 0,05 M mostrou-se 
como mais indicada (Fig. 6). A atividade de peroxidase neste caso foi de 0,61 ± 0,04 
pmoles de tetraguaiacol /min /grama de peso fresco.
Mantendo-se as condições de ensaio previamente estabelecidas, 
procedeu-se a análise da atividade de peroxidase nos hipocótilos estiolados de M  
scabrella inoculados com C. graminicola. Nas primeiras horas após a inoculação 
não se observou diferença significativa de atividade de peroxidase entre tratamentos 
e controle aspergido com água destilada estéril. Entretanto, entre 30 e 48 horas, os 
hipocótilos inoculados apresentaram uma atividade significativamente maior em 
relação ao controle (Fig. 7). Após 60 horas de inoculação não foi observada 
diferença significativa nas medidas de atividade enzimática.
A atividade de peroxidase foi monitorada in situ nos segmentos de 
epiderme de M. scabrella conforme metodologia utilizada por COFFEY &
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CASSIDY (1984). Foi observada uma intensa coloração marrom nas papilas e nas 
paredes adjacentes a esta (dados não mostrados). Os apressórios, através desta 
técnica, não apresentaram nenhum sinal de peroxidase presente, ou seja, mantiveram 
a coloração normal observada anteriormente ao teste.
4.3. Teste de atividade de peroxidase com isômeros estruturais do guaiacol
Ensaios de atividade de peroxidase utilizando os isômeros estruturais 
do guaiacol (o-metoxifenol) que são o m e  p-metoxifenol, foram realizados nas 
condições ótimas estipuladas para o guaiacol e monitorados por 3 minutos. O perfil 
espectrofotométrico da reação utilizando o guaiacol (o-metoxifenol) como doador de 
hidrogênio, mostrou a formação de um produto de reação com absorbância máxima 
em 470 nm (Fig. 8). A utilização do m-metoxifenol e p-metoxifenol mostrou a 
formação de um produto de reação com absorção máxima em 357 nm (Fig. 9) e 308 
nm (Fig. 10), respectivamente. Na Tabela 1 observa-se que diferentes doadores de 
hidrogênio resultam em diferentes perfis de absorção na avaliação da atividade de 
peroxidase. O /w-metoxifenol e o /Mnetoxifenol apresentam baixa absorção em 470 
nm que é o comprimento de onda indicado quando a atividade de peroxidase é 
avaliada utilizando-se o o-metoxifenol.
4.4. Produção de antocianinas
Hipocótilos estiolados de M. scabrella não inoculados, quando 
expostos à luz, apresentaram um acúmulo crescente de pigmentos de coloração 
avermelhada. Este acúmulo foi observado na região citoplasmática das células (Fig.
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11). O perfil espectrofotométrico do extrato metanólico destes hipocótilos mostrou 
um pico de absorção na região de 525 nm, contrastando com extratos de tecidos 
inoculados onde o pico não foi observado (Fig. 12). Hipocótilos tratados com fatores 
de estresse abióticos (injúria mecânica, HgCl2 ou radiação ultravioleta-curta) e 
bióticos (Colletotrichum graminicola) mostraram uma significativa diminuição no 
acúmulo destes pigmentos (Figs. 12 e 13). A redução no acúmulo de pigmentos foi 
mais pronunciada no tratamento com C. graminicola, sendo que o tratamento C. 
graminicola com injúria anterior teve efeito considerado menos intenso. Nos 
tratamentos abióticos observou-se o mesmo efeito de redução na produção de 
pigmentos, sendo que o tratamento com HgCl2 mostrou-se como mais efetivo, 
seguido pela injúria mecânica e pela exposição à luz ultravioleta-curta por 30 
minutos (Fig. 13).
Suspensão de culturas de C. graminicola foram filtradas através de 
membrana Millipore (0,45 pm), resultando em filtrado livre de conídios. Plântulas, 
com ou sem injúria, foram inoculadas com este filtrado. Após 48 horas sob luz 
constante e umidade relativa de 100%, procedeu-se a extração metanólica dos 
hipocótilos como descrito anteriormente. A leitura espectrofotométrica deste 
material acusou o mesmo perfil observado nos experimentos anteriores (Fig. 14).
A análise em HPLC, dos extratos metanólicos dos hipocótilos 
estiolados aspergidos com água destilada estéril, indicaram a presença de um pico 
com tempo de retenção de 9,434 minutos quando a unidade de detecção foi ajustada 
para 520 nm (Fig. 15). A área deste pico foi de 87,5%. Observa-se a presença de 3 
outros picos menores com áreas de 2.2, 6.1 e 0.6% e tempos de retenção de 7.298, 
15.668 e 21.167 respectivamente.
O extrato metanólico dos hipocótilos estiolados aspergidos com água 
destilada estéril foi submetido a variações de pH, acidulando-se o extrato com HC1 
ou alcalinizando-se com NaOH. Em pH 3,0 o extrato apresentou um tom
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avermelhado, em pH 8,5 o extrato apresentou-se incolor e em pH 11,0 amarelo 
(dados não mostrados). Estas variações de coloração indicam a propriedade deste 
extrato de atuar como indicador de pH, como é sugerido para antocianinas 
(RIBÉREAU-GAYON, 1971).
4.5. COMPOSTOS DE DEFESA CONSTITUTIVOS
4.5.1. Análise espectrofotométrica dos extratos aquosos de Mimosa 
scabrella
O perfil espectrofotométrico do extrato aquoso de folhas frescas de M  
scabrella evidenciou um pico com absorbância máxima de 273 nm. Este pico não 
foi detectado nos extratos aquosos do material foliar compostado e exposto ao meio 
ambiente (Fig. 16). A intensidade do composto que absorveu em 273 nm em relação 
ao peso, em gramas, do material dialisado utilizado na análise dos extratos é 
apresentada na Figura 17.
4.5.2. Análise qualitativa do conteúdo fenólico dos extratos
A análise dos extratos foliares utilizando o cloreto férrico (MATOS, 
1988) teve resultado positivo para fenóis e taninos somente no extrato fresco (dados 
não mostrados). Neste caso, o extrato fresco apresentou coloração avermelhada com 
intenso precipitado azul escuro. Os extratos dos materiais compostado e exposto ao 
meio ambiente não apresentaram nenhuma mudança observável de coloração. O 
monitoramento do conteúdo fenólico dos extratos foi também executado através da 
técnica do Reativo de Folin-Ciocalteu. Extratos aquosos dos materiais dialisados ou
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dialisados/liofilizados foram diluídos de maneira sequencial (de 1 até 10‘5) e 
ensaiados. Observou-se a presença de compostos fenólicos apenas no extrato do 
material fresco, sendo que a concentração destes no material dialisado/liofílizado 
(Fig. 18 a) foi 10 vezes maior que no material somente dialisado (Fig. 18 b).
4.5.3. Análise quantitativa do conteúdo fenólico dos extratos
Com o objetivo de se mensurar a concentração fenólica destes extratos 
obteve-se uma curva padrão para o ácido gálico (Fig. 19 a) e estimou-se, a partir 
desta, a concentração fenólica dos extratos foliares. O ácido gálico foi utilizado para 
este fím devido a sua semelhança química estrutural com outros fenóis simples.
Como apresentado na Figura 20, os resultados mostraram que o extrato 
aquoso do material fresco dialisado apresenta uma concentração fenólica 
correlacionada positivamente a concentração da amostra. Os extratos aquosos dos 
materiais compostado e exposto ao meio ambiente apresentaram concentrações 
fenólicas baixas mesmo em volumes crescentes da amostra, indicando apenas traços 
destes compostos nestes materiais.
4.5.4. Bioensaios
Para caracterização do potencial inibitório dos diferentes extratos de Mimosa 
scabrella sobre microrganismos foram efetuados bioensaios utilizando-se esporos 
dos fungos Colletotrichum graminicola e Aspergillus fumigatus. O C. graminicola 
foi selecionado por ser um fitopatógeno e por já terem sido descritos inúmeros 
bioensaios que avaliam o desempenho deste fungo quanto à formação de tubos
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germinativos e apressórios. Por outro lado, o A. fumigatus foi empregado por ter 
sido identificado como parte expressiva da flora responsável pela compostagem 
parcial da bracatinga. A concentração ótima para a germinação de C. graminicola foi 
definida em lxlO5 (LEITE & NICHOLSON, 1992).
Em relação ao A. fumigatus foi realizado experimento para obtenção 
de concentração ótima de germinação, sendo esta padronizada neste estudo em 
1x10"* (Fig. 21). Suspensões de esporos de A. fumigatus nesta concentração foram 
colocadas em lâminas recobertas com ágar-água e incubadas por 6, 8 e 10 horas. A 
taxa de germinação dos esporos incubados por 8 horas não se alterou com uma 
incubação adicional de mais duas horas. Então 8 horas foi considerado o tempo 
necessário para a germinação de esporos deste fungo.
Os bioensaios com C. graminicola foram executados em lâminas de 
poliestireno que proporcionam uma superfície hidrofóbica adequada para a indução 
da formação de apressórios (STAPLES et al., 1976; LEITE & NICHOLSON, 1992; 
LEITE, 1993). Os bioensaios com A. fumigatus foram executados em lâminas 
cobertas com ágar-água 1% para formação de tubos germinativos, visto que os 
esporos deste fungo não formam apressórios.
4.5.4.I. Extratos aquosos dialisados
Nestes bioensaios (Fig. 22), observou-se que o extrato aquoso do material 
fresco apenas dialisado inibe a germinação dos esporos de C. graminicola em 
aproximadamente 80%, 65%, 60% e 32% nas diluições 1, 1:10, 1:100 e 1:1.000, 
respectivamente. O extrato aquoso do material compostado dialisado apresentou 
uma inibição aproximada de 48%, 48%, 35% e 0% nas diluições 1, 1:10, 1:100 e 
1:1.000. O material exposto ao meio ambiente dialisado somente afetou o
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desenvolvimento deste fungo 25% e 30% nas diluições 1:10 e 1:100, 
respectivamente.
Com relação ao A. fumigatus (Fig. 23) observou-se uma inversão da situação 
descrita anteriormente, sendo que a maior ação inibitória foi observada no extrato do 
material exposto ao meio ambiente, o qual apresentou aproximadamente 90%, 80% 
e 20% nas diluições 1, 1:10 e 1:100. O material compostado apresentou uma 
capacidade inibitória intermediária e o material fresco somente foi efetivo inibidor 
na preparação não diluída.
4.5.4.2. Extratos aquosos liofilizados
A utilização dos extratos aquosos liofilisados nos bioensaios com 
Colletotrichum graminicola (Fig. 24 a) mostrou que, nestas condições, o material 
fresco possui a capacidade de induzir a germinação nas concentrações 1, 1:10 e 
1:100. Nas diluições 1:1.000, 1:10.000 e 1:100.000 observou-se a capacidade 
inibitória. O extrato compostado teve semelhante comportamento, induzindo a 
germinação nas concentrações 1 e 1:10 e inibindo nas demais, e o material exposto 
ao meio ambiente foi inibidor em todas as diluições (Fig. 24 b).
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5. FIGURAS
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FIGURA 1 - Desenvolvimento de Colletotrichum graminicola em hipocótilos de 
Mimosa scabrella. Papilas formadas no hospedeiro em resposta a 
inoculação. Barras representam o desvio padrão de uma média de 100 
esporos.
54
FIGURA 2- Desenvolvimento de papilas em hipocótilos estiolados de Mimosa 
scabrella inoculados com suspensão de conídios do fungo 
Colletotrichum grammicola (2x10** conidios/ml). a) Vista geral da 
epiderme mostrando o desenvolvimento de apressórios e papilas, b) 
tecido após coloração com azul de toluidina, c) papila no sítio de 
penetração. A, apressório; P, papila; C, estrutura residual do conídio 
que originou apressório ("ghost"). Tecidos 48 horas após inoculação.
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FIGURA 3 - Efeito do pH na atividade de peroxidase em extratos obtidos de 
hipocótilos de Mimosa scabrella não inoculados. O sistema de 
incubação continha, em um volume final de 1,5 ml: 100 pl de extrato 
enzimático, 112 pi de guaiacol 12 mM, 112 pl de H2O2 13 mM e
1.176 pl de tampão fosfato de sódio 50 mM nos pHs indicados. Barras 
representam desvio padrão da média de 3 experimentos.
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FIGURA 4 - Efeito da concentração de peróxido de hidrogênio na atividade de 
peroxidase em extratos obtidos de hipocótilos de Mimosa scabrella 
não inoculados. O sistema de incubação continha em um volume final 
de 1,5 ml: 100 pl de extrato enzimático, 112 pl de guaiacol 12 mM,
1.176 |_il de tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7,5 e 112 jil de 
peróxido de hidrogênio nas concentrações fmais de reação indicadas. 
Barras representam desvio padrão da média de 3 experimentos
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FIGURA 5 - Efeito da concentração de guaiacol (o-metoxifenol) na atividade de 
peroxidase em extratos obtidos de hipocótilos de Mimosa scabrella 
não inoculados. O sistema de incubação continha em um volume final 
de 1,5 ml: 100 pl de extrato enzimático, 112 pl de peróxido de 
hidrogênio 13 mM, 1.176 pl de tampão fosfato de sódio 50 mM, pH
7,5 e 112 pl de guaiacol nas concentrações finais de reação indicadas. 
Barras representam desvio padrão de uma média de 3 experimentos.
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FIGURA 6 - Efeito da concentração do tampão na atividade de peroxidase em 
extratos obtidos de hipocótilos de Mimosa scabrella não 
inoculados. O meio de incubação continha em um volume final de
1.5 ml: 100 pl de extrato enzimático, 112 pl de guaiacol 12 mM, 
112 pl de H2O2 13 mM e 1.176 pl tampão fosfato de sódio pH
7.5 nas concentrações de extração enzimática que variaram de 25 
a 100 mM. Barras representam desvio padrão da média de 3 
experimentos.
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FIGURA 7 - Atividade de peroxidase em extratos obtidos de hipocótilos de 
Mimosa scabrella inoculados com Colletotrichum graminicola (2 
x 106 conídios/ml) durante diferentes tempos após a inoculação. 
Meio de reação continha em um volume final de 1,5 ml: 1.176 pl 
de tampão fosfato de sódio 50 mM pH 7,5, 112 pl de H2O2 13 
mM, 112 pl de guaiacol 12 mM e 100 pl de extrato enzimático. 
Barras representam desvio padrão de uma média de três 
experimentos.
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FIGURA 8 - Perfil de absorção da reação de peroxidase em extratos obtidos de 
hipocótilos de Mimosa scabrella (não inoculados) utilizando o o- 
metoxifenol (guaiacol) como doador de hidrogênio. Meio de 
reação continha em um volume final de 1,5 ml: 1.176 pl de
tampão fosfato de sódio 50 mM pH 7,5. 112 jj.1 de H2 O2  13 mM, 
112 (j.1 de guaiacol 12 mM e 100 pl de extrato enzimático. a: 0 
seg. b: 30 seg. c: 1 min, d: 2 min e e: 3 min de reação.
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FIGURA 9 - Perfil de absorção da reação de peroxidase em extratos obtidos 
de hipocótilos de Mimosa scabrella (não inoculados) utilizando o 
m-metoxifenol como doador de hidrogênio. Meio de reação 
continha em um volume final de 1,5 ml: 1.176 pl de tampão
fosfato de sódio 50 mM pH 7,5, 112 pl de H2O2 13 mM, 112 pl 
de w-metoxifenol 12 mM e 100 pl de extrato enzimático. a: 0 seg, 
b: 30 seg, c: 1 min, d: 2 min e e: 3 min de reação.
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FIGURA 10 - Perfil de absorção da reação de peroxidase em extratos obtidos 
de hipocótilos de Mimosa scabrella (não inoculados) utilizando o 
/7-metoxifenol como doador de hidrogênio. Meio de reação 
continha em um volume final de 1,5 ml: 1.176 pl de tampão
fosfato de sódio 50 mM pH 7,5, 112 pl de H2 O2  13 mM. 112 pl 
de p-metametoxifenol 12 mM e 100 pl de extrato enzimático. a: 
0 seg. b: 30 seg. c: 1 mm, d: 2 min e e: 3 min de reação.
10ym
FIGURA 11 - Células do tecido epidérmico de Mimosa scabrella com 
acúmulo de antocianinas identificadas com asterístico. Tecido 
retirado de plântulas aspergidas com água destilada estéril após 48 
horas de exposição a luz fluorescente.
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FIGURA 12 - Perfil de absorção dos extratos metanólicos acidificados obtidos 
de hipocótilos de Mimosa scabrella após inoculação ou aspersão 
com água destilada estéril (controle), a, controle; b, inoculado com 
Colletotrichum graminicola (2x10^ conídios/ml).
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FIGURA 13 - Absorção em 525 nm dos extratos metanólicos acidificados 
obtidos de hipocótilos de Mimosa scabrella sob várias condições, 
a) controle aspergido com água destilada estéril; b) 
Colletotrichum graminicola (106 conídios/ml); c) Injúria 
mecânica com gaze e aspersão com C. graminicola (106 
conídios/ml); d) aspersão com HgCl2 0,04%; e) radiação 
ultravioleta por 30 min; f) injúria mecânica com gaze.
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FIGURA 14 - Perfil de absorção dos extratos metanólicos acidificados obtidos 
de hipocótilos de Mimosa scabrella aspergidos com filtrado de 
cultura de Colleíotrichum graminicola. Controle aspergido com 
água destilada (-  • -)  ; filtrado ( -  x -  ) e filtrado aspergido após 
injúria mecânica (------) .
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FIGURA 15 - Separação dos componentes presentes no extrato metanólico 
acidificado obtido de hipocótilos de Mimosa scabrella aspergidos 
com água destilada estéril através de cromatografia líquida 
("HPLC"). Amostras (10 pl) foram aplicadas em cromatógrafo 
Beckman utilizando-se coluna de fase reversa C18 Ultrasphere (4,5 
x 250 mm) isocraticamente usando metanol como eluente (1 
ml/min), a) controle (eluente); b) extrato.
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FIGURA 16 - Perfil de absorção dos extratos aquosos de material foliar de 
Mimosa scabrella. O material (lg) foi solubilizado em 30 ml de 
água destilada, filtrado e em seguida dialisado por 12 horas contra 
60 ml de água deionizada.
69
G.
Ec
ro
r-
<N
co
uc<co
AL.
Ocn
JQ
<
T ratamentos
FIGURA 17 - Absorção máxima em 273 nm dos extratos aquosos de material 
foliar de Mimosa scabrella. O material (lg) foi solubilizado em 30 
ml de água destilada, filtrado e em seguida dialisado por 12 horas 
contra 60 ml de água deionizada. Resultados expressos por grama 
de peso fresco.
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FIGURA 18 - Composição fenólica dos extratos aquosos do material foliar de 
Mimosa scabrella mensurada pela técnica do reativo de Folin- 
Ciocalteu. a) Material liofilizado: o material (lg) foi diluído em 
30 ml de água destilada, filtrado e dialisado por 12 horas contra 60 
ml de água deionizada. 10 ml deste material foram liofilizados até 
secura e ressuspenso em 1 ml de água destilada b) Material 
dialisado sem etapa de liofilização.
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FIGURA 19 - Curva padrão do ácido gálico mensurada pela técnica do reativo 
de Folin-Ciocalteu.
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Diluições dos Extratos
FIGURA 20 - Concentração fenólica dos extratos aquosos dialisados de 
material foliar de Mimosa scabrella em equivalentes fimoles de 
ácido gálico.
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FIGURA 21 - Germinação do fungo Aspergillus fumigaíus. As suspensões (20 
pl), nas concentrações indicadas,foram colocadas em lâminas 
recobertas com ágar-água 1% e incubadas em estufa 37° C. A 
leitura dos resultados foi efetuada em M.O. após 8 horas de 
incubação. Barras representam o desvio padrão de uma média de 
100 esporos.
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IGURA 22 - Bioensaio de germinação do fimgo Colletotrichum graminicola 
(105 conídios/ml) frente aos extratos aquosos dialisados de 
material foliar de Mimosa scabrella. Barras representam o desvio 
padrão de uma média de 300 conídios.
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IGURA 23 - Bioensaio de germinação do fungo Aspergillus fumigatus (IO"* 
esporos/ml) frente aos extratos aquosos dialisados de material 
foliar de Mimosa scabrella. Barras representam o desvio padrão 
de uma média de 300 esporos.
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FIGURA 24 - Bioensaio de germinação do fungo Colletotrichum graminicola 
(1()4 conídios/ml) frente aos extratos aquosos dialisados e liofilisados 
de material foliar de Mimosa scabrella. Barras representam o desvio 
padrão de uma média de 300 conídios.
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6 - TABELAS
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TABELA 1: Características de reação para diferentes doadores de hidrogênio
utilizados na reação de peroxidase de Mimosa scabrella. O meio de 
reação continha, em um volume final de 1,5 ml: 1.176 pl de tampão 
fosfato de sódio de 50 mM pH 7,5, 112 pl de H2O2 13 mM, 100 pl de 
extrato enzimático e 112 pl dos respectivos doadores de hidrogênio a 12 
mM.
Indicadores da Reação
Doadores de 
Hidrogênio
Pico máx imo de Absorbância Absorbência  
Absorbância no pico máximo em 4 7 0  nm
o-  m e tox i fen o l 4 7 0  nm 0 , 4 7 9 0 , 4 7 9
/??-m etox i fen o l 3 5 7  nrri 0 , 1 2 9 0 , 0 9 6
p-  m e tox i fen o l 3 0 8  nm 3 , 0 6 0 0 , 1 4 4
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7. DISCUSSÃO
O sistema de defesa induzido de Mimosa scabrella foi analisado 
através de metodologia pela qual plântulas estioladas foram submetidas a condições 
de estresse. Os tecidos estiolados foram inoculados com o fungo não patógeno C. 
graminicola e responderam a tentativa de penetração através do desenvolvimento de 
espessamentos nas porções imediatamente abaixo do apressório (Fig. 2 a, b e c). 
Estes espessamentos quando oriundos da atividade de fungos são chamados papila 
(AIST, 1983).
Inicialmente, após a inoculação do tecido, eram observadas alterações 
de coloração ao longo das paredes celulares próximas aos sítios de penetração. Estas 
linhas de tonalidade amarelada surgiram nas regiões de formação de apressórios, 
mas nem todos os pontos ao longo desta linha desenvolveram papilas. O 
monitoramento da formação de papilas mostrou que, nas primeiras horas após a 
inoculação, linhas intercelulares de tom amarelado foram observadas no tecido 
epitelial analisado. Em tomo de 12 horas após a inoculação, observou-se a formação 
de espessamentos ao longo destas linhas. Estes espessamentos eram bem visíveis 
sob os apressórios, sendo considerados os primeiros sinais da formação de papilas. 
Estas continuaram se desenvolvendo, até que, 24 horas após a inoculação, as papilas 
já apresentavam a típica forma globosa conforme descrito por diversos autores 
(SHERWOOD & VANCE, 1976; RIDE, 1983). Após 48 horas de inoculação, as 
papilas já bem desenvolvidas, tomaram o aspecto cônico (Fig. 2 c). Nenhum destes 
eventos foi observado em plântulas controle aspergidas com água estéril destilada e 
mantidas sob as mesmas condições de incubação.
As papilas foram subsequentemente submetidas a testes histoquímicos. 
O corante azul de toluidina foi utilizado na detecção de lignina, sendo que a
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constituição lignifícada do material teste é considerada positiva quando adquire a cor 
azul-esverdeada (O'BRIEN et al., 1964). A constituição química da papila tem se 
revelado heterogênea, sendo que muitas são constituídas de calose, lignina e outros 
derivativos fenólicos, além de celulose e silicone (AIST, 1983). Papilas em fase 
inicial de desenvolvimento não desenvolveram coloração intensa com o corante azul 
de toluidina como esperado para estruturas altamente lignificadas. Em contraste, 48 
horas após a inoculação observou-se uma resposta intensa, não somente na estrutura 
da papila em si, mas também nas áreas adjacentes (Fig. 2 b). As áreas em tomo da 
papila constituem o halo ou disco (RIDE, 1983; SHERWOOD & VANCE, 1976) e 
foram facilmente visualisadas em M. scabrella. Assumindo que o azul de toluidina 
também é utilizado na detecção de compostos fenólicos, as áreas de intensa 
coloração podem também indicar o acúmulo de fenóis. Considerando que a lignina 
tem um importante papel na resistência de tecidos vegetais e que a lignificação das 
papilas pode bloquear a invasão do patógeno (ABELES & BILES, 1991; ASIEGBU 
et al., 1993), a atividade da enzima peroxidase, envolvida na biossíntese de lignina, 
foi avaliada.
Uma adaptação da metodologia utilizada por CADENA-GOMEZ & 
NICHOLSON (1987) permitiu o monitoramento da atividade da peroxidase no 
processo de formação das papilas nos tecidos de M. scabrella. Devido as 
características isoenzimáticas de cada vegetal, na execução do presente trabalho os 
ensaios de atividade enzimática de peroxidase foram precedidos de padronização de 
todos os reagentes.
Através de ensaios prévios ao estudo da atividade enzimática da 
peroxidase de M. scabrella pelo teste do guaiacol, foi estabelecida a padronização 
das concentrações dos reagentes envolvidos na análise. Estes valores foram fixados 
em: tampão fosfato de sódio 0,05 M, pH 7,5 , H2O2 13 mM e guaiacol 12 mM. 
Devido a baixa força iônica do tampão utilizado, sugere-se que sejam monitoradas
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possíveis variações de pH no final de cada experimento. Como na concentração de 
0,1 M (Fig. 6) observou-se a diminuição da atividade (0,3 pmoles de tetraguaiacol 
/min /grama de peso fresco) sugere-se que outros tampões sejam testados (por 
exemplo tampão citrato), devido a possibilidade que o fosfato esteja de alguma 
forma inibindo a atividade da peroxidase.
Sendo a peroxidase uma enzima também encontrada em 
microrganismos (LÜCK, 1965; KOSUGUE, 1969; HOAGLAND, 1990) a 
possibilidade de que o fungo utilizado, C. graminicola, fosse também portador de 
atividade significativa de peroxidase foi investigada. Os ensaios de atividade de 
peroxidase de M. scabrella in situ indicaram que, apesar dos tecidos da papila e 
áreas adjacentes a esta responderem positivamente ao teste, nos apressórios não 
houve indicação da presença desta enzima (dados não mostrados). Este resultado 
negativo para a presença da peroxidase em esporos de C. graminicola concorda com 
os resultados obtidos por CADENA-GOMEZ & NICHOLSON (1987). VANCE et 
al. (1976) observou, em experimento semelhante, a ausência de atividade 
significativa de peroxidase em extratos miceliais do fungo Helminthosporium 
avenae. Estes autores concluíram que a contribuição do fungo seria quase 
despresível para o aumento da atividade peroxidativa no tecido inoculado analisado.
Extratos enzimáticos de M. scabrella foram obtidos após inoculação e 
permitiram o traçado de um perfil temporal de atividade da enzima. A metodologia 
revelou que houve um aumento significativo na atividade entre 30 e 48 horas após a 
inoculação, em relação ao controle aspergido com água destilada estéril (Fig. 7). 
Apesar dos espessamentos (formações observadas anteriormente à formação de 
papilas) terem sido identificados às 12 horas de inoculação, aparentemente a 
lignifícação destas estruturas é mais tardia. O teste do azul de toluidina (0'BRIEN 
et al., 1964) confirma intensa lignifícação coincidente com o aumento da atividade 
de peroxidase. Estudos em trigo (MITCHELL et al., 1994) mostram que o
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tratamento com quitina hidrolisada resultou em aumento significativo da atividade 
da fenilãlanina amónia liase após 16 horas e da peroxidase após 24 horas. A hipótese 
de que a ruptura da integridade celular pode ser acompanhada de aumento da 
atividade de peroxidase foi apontada por CADENA-GOMEZ & NICHOLSON 
(1987) , que observaram a coincidência destes eventos em tecidos de milho 30 a 36 
horas após inoculação com H. maydis e C. graminicola.
A lignifícação como uma forma de resistência mecânica ao 
desenvolvimento de um fungo invasor foi discutida por RIDE (1983). Por outro 
lado, durante este processo mecanismos de defesa química (fungistáticos e/ou 
fungicidas) bem como a ação de enzimas hidrolíticas poderiam ser acionados. 
Apesar do aumento na atividade de peroxidase ser observado no processo de 
lignifícação, outras enzimas envolvidas na produção de precurssores de compostos 
fenilpropanóides podem também ter um importante papel no controle da formação 
de lignina (ABELES & BILES, 1991). A expressão da resistência em plantas após o 
ataque por patógenos é um processo complexo envolvendo fatores intimamente 
ligados e regulados. Sugere-se que sejam monitorados outros fatores de resistência 
em Mimosa scabrella como, por exemplo, a formação de compostos de defesa 
químicos. A análise da atividade de outras proteínas como, por exemplo, as enzimas 
hidrolíticas quitinase e P-l,3-glucanase (PASCHOLATI & LEITE, 1994), bem como 
o monitoramento da atividade da cinamoil-CoA redutases (EC 1.2.1.44) e cinamil 
álcool desidrogenase (EC 1.1.1.195), enzimas também envolvidas diretamente no 
processo de lignifícação (MITCHELL et al., 1994) contribuiriam para um 
conhecimento mais amplo do potencial de defesa de M. scabrella.
Considerando-se a não especificidade da peroxidase para doadores de 
hidrogênio, além do o-metoxifenol que é o doador utilizado no teste do guaiacol, 
seus isômeros estruturais, p- e w-metoxifenol, foram testados. O perfil 
espectrofotométrico das reações mostrou que os dois isômeros são passíveis de ceder
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hidrogênio porém apresentando padrões de absorção distintos, indicando que a 
simples troca de doador de hidrogênio pode resultar em erros de interpretação. Os 
critérios para a leitura de absorbância são distintos em cada situação (Tab. 1). A 
reação utilizando o o-metoxifenol (guaiacol) resulta na formação de um tetrâmero 
denominado tetraguaiacol que pode ser monitorado a 436 nm (BERGMEYER et al., 
1965; BERGMEYER et al., 1974) ou a 470 nm (CHANCE e MAEHLY, 1955; 
LUSSO, 1989). Como pode ser observado na Figura 8, a reação com o o- 
metoxifenol forma um platô que tem o máximo de absorbância incluindo estes dois 
valores. O monitoramento através de perfil espectrofotométrico da atividade de 
peroxidase utilizando como doador de hidrogênio o m-metoxifenol, evidenciou que 
esta reação se processa com a formação de um pico de absorção em 357 nm (Fig. 9). 
Se monitorada a 470 nm, esta reação teria uma absorção muito baixa, cerca de lA da 
obtida com o-metoxifenol. Na varredura espectrofotométrica da reação peroxidativa 
utilizando o />-metoxifenol evidenciou-se que existe a formação de um pico com o 
máximo de absorbância em 308 nm (Fig. 10). Considerando-se que foram mantidas 
as mesmas condições de incubação, a reação utilizando o p-metoxifenol, formou um 
produto que absorveu oito vezes mais intensamente que o o-metoxifenol e 30 vezes 
mais que o m-metoxifenol. Somente o o-metoxifenol tem seu produto de reação 
(tetraguaiacol) devidamente estabelecido. O coeficiente de extinção molar já 
determinado para este produto, £=26,6 cm’1 mM"1 (CHANCE & MAEHLY, 1955), 
permite expressar os resultados de atividade em unidades de concentração definidas. 
O m-metoxifenol e o p-metoxifenol não são padronizados como doadores de H para 
esta reação, assim sendo, o produto formado não foi ainda identificado 
quimicamente, e os resultados são expressos em A de absorbância.
Durante o processo de inoculação de plântulas, que seriam 
posteriormente monitoradas quanto à formação de papilas e a atividade de 
peroxidase, observou-se que os hipocótilos estiolados de M. scabrella aspergidos
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com água destilada estéril (controle), quando expostos à luz, apresentaram um 
acúmulo crescente de pigmentos avermelhados. Conforme MARKHAM (1982) e 
REIMMANN et al. (1992) a localização mais provável dos compostos flavonóides é 
a nível de vacúolo. Esta suposição não pode ser comprovada pela microscopia óptica 
utilizada neste trabalho (Fig. 11). O acúmulo dos pigmentos foi significativamente 
reduzido quando as plântulas eram inoculadas com C. graminicola (Fig. 12). Esta 
redução no acúmulo de pigmentos foi observado em plântulas submetidas a 
tratamentos bióticos (C. graminicola com ou sem injúria anterior a inoculação), 
abiótico químico (HgC12 0,04%) e abióticos físicos (radiação UV e injúria 
mecânica) (Fig. 13). A varredura espectrofotométrica dos extratos metanólicos 
acidificados dos hipocótilos controle evidenciou um pico de absorção na região de 
520 nm, região de absorção indicativa de antocianinas (HARBORNE, 1958; 
RIBÉREAU-GAYON, 1971). O pico apresentou-se consideravelmente reduzido ou 
ausente nos extratos dos demais tratamentos (Fig. 13). A inoculação do tecido 
vegetal com o filtrado de uma cultura de C. graminicola provocou o mesmo efeito 
que a inoculação de uma suspensão de conídios deste fungo, sugerindo que o fator 
que induz a resposta metabólica é extracelular (Fig. 14). A mesma resposta 
observada em tratamentos bióticos e abióticos sugere uma resposta não específica 
dos tecidos de M. scabrella contra a infecção fúngica e qualquer outro tipo de 
estresse.
O extrato metanólico acidificado do material controle contendo 
pigmentos foi analisado. Evidências bibliográficas como o próprio conceito 
(JANICK, 1979; TING, 1982) bem como o comportamento químico (HARBORNE, 
1958; RIBÉREAU-GAYON, 1971; TING, 1982; MARKHAM, 1982) sugeriam que 
o material em questão se tratava de antocianinas. A hipótese foi reforçada pela 
cromatografia líquida de alta resolução ("HPLC") do material, a qual sugere a 
presença de pelo menos um importante componente do extrato absorvendo na região
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de 520 nm (Fig. 15). Outro indicativo para a análise baseou-se na propriedade das 
antocianinas de modificarem de cor dependendo do pH da solução nas quais elas se 
encontram (RIBÉREAU-GAYON, 1971). Esta propriedade foi avaliada utilizando- 
se a técnica proposta por MATOS (1988). Em pH ácido o extrato apresentou 
coloração avermelhada, em pH 8,5 nenhuma cor foi observada e em pH 11 
observou-se um tom amarelo-esverdeado (dados não mostrados). Apesar do 
comportamento de indicador de pH ser constatado, com este resultado não foi 
possível diagnosticar a antocianina presente, entretanto, o autor adverte que a 
presença de um constituinte pode mascarar a cor indicativa da presença de outro. 
Sugere-se que mais estudos sejam feitos como, por exemplo, espectrometria de 
massa com o material em avançado estágio de purificação.
O metabolismo de fenilpropanóides em plantas leva à formação de 
ésteres cinamoil-CoA, os quais são precursores de numerosos compostos fenólicos, 
incluindo compostos flavonóides e lignina (GOODMAN et al., 1986). De acordo 
com os resultados obtidos, tecidos expostos a condições de estresse reduzem a 
produção de pigmentos de antocianina e, por outro lado, ativam as vias metabólicas 
de defesa. O incremento de uma via metabólica aparentemente ocorre em detrimento 
a outra, como uma opção metabólica. Em vista do quadro exposto é interessante 
imaginar situações onde plantas podem perder ou reduzir sua capacidade de 
resistência pelo esforço de sobreviver em um meio ambiente estressante, como por 
exemplo, em uma atmosfera com um nível de radiação ultravioleta anormal.
Em relação a defesa pré-formada de Mimosa scabrella, foi analisado 
o nível de composição fenólica do material foliar fresco. Optou-se pela extração 
aquosa dos compostos fenólicos deste material por dois motivos: 1) a análise 
fenólica através de um extrato aquoso possibilitaria o entendimento da participação 
destes compostos no processo de compostagem, o qual ocorre naturalmente tendo 
como solvente a água. Obviamente, a ação dos microrganismos responsáveis pela
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degradação do material vegetal pode ter um caráter lítico complexo diferente da 
hidrólise, porém, em uma análise preliminar do assunto, consideramos somente a 
extração aquosa; 2) Compostos fenólicos são usualmente suscetíveis a diferentes 
fatores (por exemplo, soluções ácidas e altas temperaturas) durante o processo de 
extração. O processo de extração utilizado deve ser cuidadoso e nunca exceder 60°C 
(JULKUNEN-TIITTO, 1985).
A análise qualitativa do conteúdo fenólico nos diferentes extratos, 
utilizando a técnica de MATOS (1988), revelou-se positiva para o material fresco. 
Este extrato, após adição do cloreto férrico, apresentou um sobrenadante com 
coloração azul escura e a formação de precipitado negro, indicando a presença de 
compostos fenólicos e taninos, respectivamente (dados não mostrados). Nos demais 
materiais não foi observado nenhuma coloração observável.
A análise espectrofotométrica dos extratos aquosos do material foliar 
fresco de M. scabrella, indicou a presença de um pico na região de 273 nm (Fig. 
16). Fenóis simples absorvem em ultravioleta na região de 270 nm sendo que em 
complexos naturais este pico pode estar alterado (RIBÉREAU-GAYON, 1971). Este 
pico não foi encontrado no extrato aquoso do material foliar de M. scabrella 
compostado e exposto ao meio ambiente. Supondo-se que este pico observado no 
extrato aquoso do material fresco se deva à presença de substâncias fenólicas 
solúveis, observa-se que estas são perdidas durante o processo de compostagem ou 
na lixiviação ocorrida no material exposto ao meio ambiente.
Com o objetivo de se determinar a concentração deste(s) composto(s) 
fenólico(s) detectado(s) no material fresco, utilizou-se a técnica do reativo de Folin- 
Ciocalteu. Inicialmente, foi ensaiado o extrato aquoso fresco dialisado. As condições 
de preparo do extrato (lg /30ml) e de diálise (30ml extrato/60ml), indicam que a 
concentração inicial do material (0,033 g/ml) foi, durante a diálise, diluída 1:2, ou 
seja, a concentração final do material dialisado foi de aproximadamente, 0,011 g /
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ml. Esta solução foi, posteriormente, diluída em série, até concentrações finais de 
1/100.000 e utilizada nas análises fenólicas. Neste caso observou-se uma 
concentração fenólica relativamente baixa (DO750 0,3; Fig. 18 b), o que veio a 
explicar a dificuldade até então observada no isolamento do composto. O extrato 
aquoso dialisado (10 ml) foi então liofilizado e ressuspendido em 1 ml de água 
destilada. Com a adição desta etapa, a análise pelo reativo de Folin-Ciocalteu 
evidenciou uma maior concentração (DO750 3,0; Fig. 18 a).
Como o isolamento do composto fenólico não foi efetuada, optou-se 
então por estimar sua concentração a partir de um composto fenólico conhecido, no 
caso o ácido gálico. Os resultados assim obtidos, apesar de não possuírem valor 
analítico,podem ser convertidos em índices e facilitar comparações entre diferentes 
amostras (RIBÉREAU-GAYON, 1971). Através do uso da curva padrão de 
concentração do ácido gálico (Fig. 19) evidenciou-se que o extrato aquoso do 
material fresco dialisado apresentou, nas diferentes diluições seriadas, uma 
concentração fenólica correlacionada positivamente ao volume da amostra. Dessa 
forma, como 0,011g/ml de amostra (concentração 1) corresponde a 
aproximadamente 0,2 equiv. pmoles de ácido gálico, conclui-se que lg do material 
foliar fresco possui uma concentração de compostos fenólicos solúveis de, 
aproximadamente, 18 equiv. pmoles de ácido gálico. Em todas as análises efetuadas 
os extratos aquosos dos materiais compostado e exposto ao meio ambiente não 
apresentaram concentração fenólica significativa (Figs. 18 e 19).
Para se caracterizar o possível papel inibitório do composto fenólico 
detectado no material fresco procedeu-se um bioensaio no qual foi avaliada a 
capacidade de germinação de esporos do fungo C. graminicola e A. fumigatus 
quando em contato com este material. Extratos aquosos dos materiais compostado e 
exposto ao meio ambiente também foram ensaiados. Observou-se que o extrato 
fresco teve uma ação inibitória acentuada no fungo fitopatógeno C. graminicola
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(Fig. 22), enquanto que no fungo decompositor A. fumigatus (Fig. 23) os extratos 
compostado e exposto ao meio ambiente têm uma ação mais acentuada. No 
bioensaio no qual se utilizou o material concentrado (liofilizado) sob conídios do 
fungo C. graminicola, observou-se que todos os extratos tiveram ação inibitória, 
porém, a presença do material fresco resultou em uma curva sigmóide, indicando 
uma provável atividade biológica deste composto em relação ao desenvolvimento do 
fungo (Fig. 24 a).
A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que o bloqueio no 
processo de compostagem verificado no material foliar de M. scabrella não se 
deve à presença de compostos fenólicos solúveis, visto que tais compostos não 
estão presentes no material em decomposição. Esta ausência pode estar relacionada 
a própria condição de solubilidade destes compostos, que podem estar sendo 
retirados do sistema por ação de lixiviação. Porém, a indicação de que o material 
compostado influi na capacidade de germinação de esporos de A. fumigatus sugere 
a possibilidade de que algum composto inibitório esteja presente, impedindo o 
desenvolvimento deste fungo (e talvez outros) e bloqueando o processo de 
compostagem. Existe a possibilidade que este(s) suposto(s) composto(s) tenha(m) 
uma constituição que não lhes confere a propriedade de absorção de radiação, isto 
é, de não serem detectados em análise espectrofotométrica. Estudos mais 
aprofundados devem ser realizados.
Poderia uma alteração ocorrer no tempo certo, no lugar certo, e em 
concentração suficiente para explicar ao bloqueio do desenvolvimento de um 
parasita? A possibilidade de que diferentes e complexos mecanismos de defesa, 
constitutivos e induzidos, de natureza química e estrutural, atuem em conjunto e 
integradamente, promovendo a resistência, é a hipótese mais aceita por 
fitopatologistas (AGRIOS, 1988; GOODMAN et a l, 1986; ISAAC, 1992). Definir 
um faceta desta multiplicidade como sendo a mais importante deste mecanismo é
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impossível principalmente considerando a possibilidade que uma dada planta, por 
exemplo Mimosa scabrella, pode responder de diferentes modos dependendo da 
natureza do patógeno, a natureza e o estado fisiológico do tecido afetado e de 
condições ambientais. Apesar destas dificuldades, é cada vez mais claro que a 
parede celular é uma barreira ativa nos processos de defesa vegetal. A observação 
de que papilas são induzidas nos sítios de penetração do fungo C. graminicola não 
exclui a possibilidade de que substâncias de defesa química estejam sendo 
produzidas por M. scabrella. Pesquisas sobre esta possibilidade devem ser 
desenvolvidas. A interação Mimosa scabrella e Colletotrichum graminicola 
representa uma interessante opção para estudos fisiológicos e bioquímicos de uma 
interação não compatível.
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8. CONCLUSÕES
Através dos resultados obtidos pode-se concluir que o sistema de 
defesa de M. scabrella tem, como um de seus componentes, a presença constitutiva 
de compostos fenólicos, evidenciada nos extratos aquosos do material foliar fresco. 
Outro componente deste sistema estudado, foi a indução de papilas nos sítios de 
infecção em resposta à tentativa de penetração pelo fungo não patogênico C. 
graminicola. A lignificação, evidenciada nestas estruturas ocorreu paralelamente a 
ativação da enzima peroxidase.
Hipocótilos estiolados de M. scabrella não inoculados, quando 
expostos à luz, apresentaram um acúmulo crescente de pigmentos, provavelmente 
antocianinas. Hipocótilos tratados com fatores geradores de estresse mostraram uma 
significativa diminuição no acúmulo destes pigmentos, sugerindo um desvio 
metabólico no sentido da ativação do sistema de defesa.
A ausência de compostos fenólicos livres no extrato aquoso do 
material compostado sugere que estes não estão relacionados com o bloqueio no 
processo de compostagem desta leguminosa.
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ANEXO
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COMPOSTAGEM DA BRACATINGA
O material compostado utilizado na neste trabalho foi processado pelo 
Dr. Amilton João Baggio da EMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesquisa 
Agropecuária, CNPFlorestas - Centro Nacional de Pesquisa em Florestas, Colombo, 
Paraná. O processo de compostagem é apresentado apenas de forma resumida.
Material e Métodos 
Materiais:
Massa verde de bracatinea: Foram consideradas as folhas e ramos tenros (0  < 0,5 
cm), recém retirados das copas das árvores cortadas.
Massa verde de Naipê: Foram aproveitados os talos e folhas desta gramínea.
Esterco de gado bovino: Esterco verde, colhido em curral, para a inoculação de 
microrganismos decompositores.
Superfosfato triplo: Para auxiliar nos processos de troca energéticas com 
requerimento de P.
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Métodos:
Após a colheita das massas verdes, estas foram picadas em moinho forrageiro 
para obtenção da densidade desejada ao processo de compostagem, ou seja, em 
tomo de 0,18 g/cm^, para ambas as espécies.
Os vegetais foram preparados separadamente, para atender as proporções dos 
seguintes tratamentos:
I - 25 % de bracatinga + 75 % de Napiê
II - 50 % de bracatinga + 50 % de Napiê
III - 75 % de bracatinga + 25 % de Napiê
IV -100 % de bracatinga
O esterco de gado foi dissolvido em água, na proporção de 1:1, objetivando a 
formação de uma pasta que facilitasse a penetração e contacto com a massa vegetal. 
Este material foi previamente medido para a adição na qualidade de 10% do volume 
da massa verde.
Para facilitar o manuseio dos materiais e a exatidão dos tratamentos, cada 
camada dos montões foi formada com 1,2 m^ (4 barris de 0,3 m^). As proporções 
vegetais foram fortemente misturadas com o esterco correspondente e amontoadas 
sucessivamente em camadas, resultando uma forma cônica-alongada a cada monte.
Após cada camada adicionada foi espalhado a lanço o adubo superfosfato 
triplo, na proporção de 1 % do volume total.
O processo de compostagem foi acompanhado durante seis meses, com o 
controle da umidade entre um máximo de 60 % e um mínimo de 40 %, medindo-se a 
temperatura diáriamente (18 pontos/monte) durante os primeiros 30 dias.
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A partir do segundo mês, as medições passaram a ser feitas a cada três dias, a 
partir do terceiro mês a cada sete dias, finalmente passando para cada 10 dias até o 
sexto mês. Além disso foram coletadas amostras semanais para o controle do pH, 
umidade, relação carbono/nitrogênio e o conteúdo de amido. Ao final de cada mês 
uma amostra compostada foi avaliada quanto a composição completa dos nutrientes 
(macro e micro), para cada tratamento.
Revolvimentos foram efetuados sempre que a temperatura atingia níveis 
críticos, segundo o tempo de compostagem, com o objetivo de aerar os montes que 
se compactavam com a decomposição.
Irrigações foram realizadas quando a umidade baixava de 40 %, o que influi 
na decomposição e temperatura.
• Resultados e conclusões
• Conclui-se que, pela normalidade dos fatores controláveis, a bracatinga apresenta 
alguma substância ou elemento retardante da decomposição, limitando a cadeia 
sequencial de microrganismos específicos na fase celulolítica, gerando a 
necessidade de pesquisas sobre o assunto.
• A hipótese é de que este(s) fator(es) limitante(s) não inibe(m) a decomposição do 
Napiê, uma vez que a graduação da decomposição era visível no tratamento IV, 
pouco decompostado, para o tratamento 1, quase acabado. Pelo teste de vara e 
das mãos observou-se um alto grau de decomposição para o composto com 75% 
de Napiê, pela completa umificação deste material.
